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pu-Abhingigkeit der Adsorption 
und der Aminolyse des Alanins am Kohlekontakt. 


Von 
Emil Baur und Karl Wunderly. 


(Eingegangen am 27. Mai 1934.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Der Umstand, daB die Aminolyse am Kohlekontakt durch starke 
Adsorbentien, Gifte, Schlafmittel, auch Benzoeséure u.dgl. nicht 
gehemmt wird', hatte zu der Vermutung gefiihrt, daB die Aminolyse 
gar keine Wandkatalyse, sondern eine Katalyse in homogener Lésung 
sei. Wie wir in dieser Zeitschrift zeigten?, ist diese Vermutung insofern 
bestatigt worden, als auch der Kochauszug der verwendeten Kohle 
in der Tat aminolytische Wirkung besitzt. Indessen ist dieser Lésungs- 
effekt viel schwiicher als der Wandeffekt, so daB man bei Verwendung 
von viel Kohle praktisch doch nur den Wandeffekt miBt. Seine Existenz 
geht mit Sicherheit daraus hervor, daB auch aschefreie Kohle amino- 
lytisch wirkt, daB die Wirkung von der positiven Ladung der Kohle- 
aufschlimmung abhangt, und daf sie mit der Adsorption der Amino- 
sdure zunimmt, die tibrigens ausgesprochen den Charakter einer Chemo- 
sorption besitzt®. Das Ausbleiben der Hemmung der Aminolyse durch 
Verdrangung von der Wand auf Zusatz der iiblichen Narkotica ist 
dann sinngemaB so zu deuten, daB an der Kohle nur bestimmte Stellen, 
bei Knochenkohle etwa die mineralischen Stellen, zur Aminolyse be- 
fahigt (,,aktiv’’) sind, wahrend das Narkoticum gerade an die anderen 
Stellen geht. 

Nun zeigt der Umstand, daf die Aminolyse durch eine H'-Be- 
ladung der Kohle geférdert wird, da die Aziditét der Lésung auf 
dieselbe von mitbestimmendem Einflu8 wird sein miissen. Es galt 
also auch diesem EinfluB eine Untersuchung zu widmen. Es hat 
sich dabei eine genaue Entsprechung von Adsorption und Amino- 
lyse ergeben. Die erste folgt dem Gesetz der Verdrangung aus 
gesaittigter Oberfliche, die letzte gehorcht einem Verhalten, das 
bei den Fermenten haufiger beobachtet wurde. In dieser Hinsicht 
liefert die Aminolyse am Kohlekontakt ein bemerkenswertes Modell 
fiir Fermentwirkungen. 


1 K. Wunderly, Helv. chim. acta 16, 515, 19383. — ? E. Bauru. 
K. Wunderly, diese Zeitschr. 262, 300, 1933. 3 K. Wunderly, Helv. 
chim. acta 17, 523, 1934. 
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Wir schildern der Reihe nach vornehmlich am Beispiel des Alanins: 
I. Die Anderung des px wahrend der Aminolyse; 
II. Deren Hemmung durch Pufferung. 
III. Deren Beférderung und Wiederbremsung durch Ansauern. 
IV. Den Adsorptionsverlauf in Funktion der Aziditat. 
V. Die Berechnung der Aktivitét des Kohlekontaktes durch 
ein — falsches — Fermentmodell. 


J. pa im Verlauf der Aminolyse. 


Bei der Aminolyse des Alanins entsteht neben Ammoniumlactat 
auch Ammoniumbicarbonat!. Dieses mu8 die urspriingliche Aziditat 
der Alaninlésung durch Hydrolyse herabsetzen. DaB dies tatsachlich 
der Fall ist, zeigen die folgenden Bestimmungen. 

Sieben Ansaitze mit 10 g/Liter Alanin + 100 g/Liter Carbo animalis 


pro Analysi (Kahlbaum) geben bei 80° folgende Umsatze (Tabelle I) und 
im Filtrat mit Indikatoren festgestellte py-Werte: 





Tabelle I. 
Std. Einwirkungsdauer: 5 12 24 36 | 48 | 96 | 120 
NH; Millimole/Liter. . 5 9 13 15 17 20 20 
Se a ee OR Oe Oe ee oe ee 


Gleichgewicht ist nach 96 Stunden erreicht. Man gewinnt aber 
den Eindruck, daB der Endpunkt von der Aziditét mit beeinfluBt wird. 
Daher war nun die Aminolyse in gepufferter Lésung durchzufiihren. 


II. Aminolyse der Asparaginsdure mit Pufferlésung. 

Wir wahlten dazu die Asparaginsaure, weil hier ein gréBeres Intervall 
zur ‘Verfiigung stand, und zogen, um jeden Basenaustausch auszuschalten, 
neben der Carbo animalis die aschefreie Carbo sacchari (Kahlbaum) heran. 
Wir bekamen mit 20g/Liter Kohle + 10g/Liter Asparaginséure nach 
24 Stunden bei 80° folgende (Tabelle IT) Umsatze (als Anfangsgeschwindig- 
keiten) und im Filtrat gemessene py-Werte: 








Tabelle II. 
Mit 0,067 m Mit 0,33 m 


Kohleart Umsatz Ohne Zusatz KH, PO, KH, PO, 
Carbo {| NHg Millimole/Liter | 95 18 9 
animalis |! Pu | 4,6 6,1 7,2 
Carbo {| NHs Millimole/Liter 84 | 3 0 
sacchari Pu 3,4 | 43 7,2 


' K. Wunderly, Helv. chim. acta 15, 726, 1932. 
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Man sieht, daB mit abnehmender Aziditét die Geschwindigkeit 
abnimmt, im Falle der Carbo sacchari sogar bis auf Null. Wie schon 
anderen Ortes mitgeteilt wurde!, besitzt die gewdhnliche un- 
gereinigte Carbo ossium pulvis (Siegfried) ebenfalls eine sehr kleine 
aminolytische Aktivitat. Diese Kohle erteilt der Lésung eine 
alkalische Pufferung. Hieraus folgt, daB der EinfluB der H’-Konzen- 
tration auf Geschwindigkeit und Gleichgewicht der Aminolyse um- 
fassend untersucht werden muB. 


III. Aminolyse in saurer Lésung. 


Hierzu diente wieder Alanin und Carbo animalis pro Analysi (Kahl- 
baum). In Salzsiure wechselnder Konzentration wurden 5 g/Liter Alanin 
aufgelést und 100 g/Liter Kohle zugesetzt. Bestimmt wird py (mit In- 
dikatoren) sogleich nach Bereitung der Lésung, sowie in den Filtraten 
nach einer Einwirkungsdauer von 24 und von 120 Stunden. Zugleich 
wird der Umsatz durch Bestimmung des NH,-Titers gemessen. Nach 
120 Stunden ist der Endzustand erreicht, wahrend in den ersten 24 Stunden 
die Geschwindigkeit praktisch linear fortschreitet. Wir erhielten die fol- 
genden Wirkungen: 


Tabelle III. 





Nach Stunden 
0 24 120 
Millimole HC] |——-—— — —— — 
Millimole N H;/Liter P ous : : 
: Millimole N H;/Liter 
Pu Pu == Anfangs- Pu | et odwart 
geschwindigkeit v 





0 | 68 | 7 4,3 8,1 14 


nicht gemessen 46 a1 8,3 
5 | 33 6,4 10,4 71 | 17 
10 3,0 5,8 10,7 6,7 | 19,3 
20 2.5 3,9 12,3 | 
25 | 24 | 86 13,0 (Max.) 5,1 | 27,3 (Max.) 
100 | 20 22 6,6 22 | 29 
1000 | 16 | 4,7 5,0 i 18 


i 


Wie man sieht (Tabelle III), wird sowohl die Geschwindigkeit 
als auch der Endwert (das Gleichgewicht) durch die Aziditat beeinfluBt, 
und zwar so, daB ein Optimum hervortritt (bei py 3,6 baw. 5,1), starkere 
Saéure verringert wieder die Effekte. An diesem Verhalten ist das 
Chlorion unbeteiligt, denn man erhalt denselben Gang auch mit anderen 
Saéuren, wie folgende Messungen (Tabelle 1V) am gleichen System 
(5 g/Liter Alanin, 100 g/Liter Kohle, Temperatur 80°) dartun: 


1 K. Wunderly, Helv. chim. acta 17, 525, 1934. 
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Tabelle IV. Der Gang ist der- 
Nach Stunden selbe, und die Geschwin- 
2 0 4 £digkeiten sind fast gleich 
wusatz - 2. . 

Millimole denjenigen in dem ent- 
PH Pu N H/Liter : : 
sprechenden Versuch mit 
KH, PO, 5.5 6.9 54 Salzsiure. Bemerkens- 
KH, PO, 5,0 6,5 7,3 wert ist, da die Ben- 
Hy SO, 3,3 6,4 10,2 zoesiure, trotz ihrer 

Oxalsiure 3,3 6,8 9,9 , 
Benzoesiiure 3,3 . 69 10,1 starken Adsorbierbar- 


keit, keine Vergiftung 

der Aminolyse hervorbringt, ebensowenig wie es Narkotica taten. 

Diese Adsorptionen begeben sich offenbar an Stellen des Kontaktes, 
die fiir die Aminolyse gar nicht in Betracht kommen. 

Um den nunmehr aufgedeckten eigentiimlichen Gang der Kohle- 

Aktivitat zu verstehen, muB man nachsehen, wie die Adsorbierbarkeit 

des Alanins von der Aziditét abhangt. Hierbei hat sich folgendes er- 


geben: 


IV. Adsorption des Alanins in saurer Lésung. 


Alanin wird aus reiner Lésung an Carbo animalis schwach ad- 
sorbiert, von einem niedrigen Schwellenwert ausgehend etwa_ pro- 
portional seiner Konzentration. Die- 








a 
<a Spee) SS "y selbe Kohle  adsorbiert Salzsaure 
G03 | : ‘ ; 
pee sehr stark, und zwar bis zu einem pu 
oor Siebel von tiber 3 merklich proportional der 
006 LA inn Wasser H’-Konzentration!. Auf Abb. 1 
005} Yi | | geben wir die Adsorption von Alanin 
O04' ? , + { ° ° ° . y 
al an Carbo animalis in reinem Wasser, 
4,03 ; ] a5 4 y 
pe el ee ee sowie in 0,02n HCl und 0,02n NaOH. 
gor 7 ele Wie man_ sieht, findet ein 
ap —— aie . 
o . oe ae ae ac starkes Anwachsen der Adsorption 
Abb. 1 mit der Aziditét statt. Wird nun 


die Adsorption fiir eime gegebene 
Alanin-Konzentration iiber einen weiteren Aziditatsbereich hin unter- 
sucht, so stellt man fest, daB dieselbe nach anfanglichem Anwachsen 
schlieBlich wieder abnimmt. 

Die Messungen wurden an einer Anzahi der vorerwahnten Systeme 
vorgenommen, indem nach ihrer Bereitung, Umschiitteln und kurzem 
Stehen (30 Minuten und 18°) im Filtrat die iibrige Aminosaéure nach 
Kjeldahl bestimmt wurde. Es wurde fiir das Adsorptionsgleichgewicht 
gefunden: 


' K. Wunderly, Helv. chim .acta 17, 528, 1934. 
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Tabelle V. 


Ausgangskonzentration des Alanins: 56,2 Millimol/Liter. 





Pu Mil — + ey - tnd er M ee Alan “ zi aionses Aminosaure M .- m« le 
were je g Kohle | 0/5 ionisiert R 
3,3 0,5 54,5 0,017 87 47,5 1,0 
3,0 1,0 50,5 0,057 77 38,8 4 
2,5 3,2 46,6 0,096 51 23,7 15,2 
2,4 4,0 44,9 (Min.) 0,113 (Max.) 45 20,2 16,0 
2,2 6,3 48,1 0,081 34 16,3 20,5 
2,0 10 54,9 0,013 25 13,8 27,6 


Vergleicht man die Reaktionsgeschwindigkeiten » von Tabelle III 
mit den Absorptionen w von Tabelle V, so findet man eine auffallende 
Ahnlichkeit. Beide Kurven sind durch ein Maximum ausgezeichnet. 
Offenbar ist wu maBgebend fiir v. Nun muB man das Maximum der 
u-Kurve erklaren. Es liegt auf der Hand, daB hier eine Verdrangung 
vorliegt. Diese Verdrangung kénnen wir durch die folgende Uber- 
legung rechnerisch zu erfassen versuchen. 

Alanin ist ein Ampholyt; es bildet mit H’ den Komplex RH’, auBerdem 
bildet es ein Anion, das ROH’ geschrieben werden mége. Mit dem nicht- 
ionisierten Anteil R bestehen die Dissoziationsgleichgewichte! ; 


(ROH') (H) 


2,06 10-1, 

k,, R bd 
anil 

b, = SOE, = sa .10-8 
\ 


Diese Konstanten erlauben, den nichtionisierten Anteil, den ,,Disso- 
ziationsrest o**, in Prozenten anzugeben fiir jede Aziditat nach der Formel ?: 


l 
a Sk ge eae 
+- : ) 
7 (H’) 7 a. 
(Kw Ld. 16-44 Dissoziationskonstante des Wassers). 


Nach dieser Formel sind die Spalten 9 und R der Tabelle V berechnet. 
Indem wir weiter bilden: 
A (RH). ky, 
° (HE). (CR) ’ 
finden wir: 
(RH’) 2.107. (R) (HL), 


1O.L. Schmidt, J. biol. Chem. 90, 165, 1931. 2 L. Michaelis, Die 
Wasserstoffionenkonzentration. 2. Aufl. Berlin 1922. S. 56. 
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Nach Einsetzung der Zahlenwerte fiir R und H’ aus Tabelle V folgt die 
Spalte RH’ in derselben Tabelle. Die entsprechende Kurve ist auf Abb. 2 
Strich-Punkt gezeichnet. In dem in Betracht kommenden Bereich darf 
man wohl in erster Annaherung setzen: 
(RH’) ~ prop. (H’). 
Diese Beziehung brauchen wir, um einen Ausdruck zu finden fiir die 
Adsorption u in Abhangigkeit von (H’). 

Die gesamte Oberflache der 
se cam aca Kohle, die fiir die Adsorption von 
fH’ RH’ und von H’ zusammen zur Ver- 
fiigung steht, sei: 


5p +5, = 1. 


6, ist der von (RH_’) belegte Anteil, 
%§ 6,, der von (H’) belegte. 
Nun nehmen wir an, daS 6,, 
proportional der H’-Konzentration in 
~ der Lésung anwiachst. Tatsachlich 
ist die H’-Adsorption proportional 
0 a ; : is 
der H’-Konzentration, wie friiher ge- 
zeigt!, also 








ia r 
Miltmole 1° 


es} 


Abb. 2. 
Oy = prop. (H). 

Wir nehmen weiter an, daB die Adsorption von RH’ an der verfiig- 
baren variablen Oberflache 6, zunachst dieser Oberfliche proportional 
ist, daB aber die Dichte der Belegung von der Konzentration von RH’ 
proportional sei, was ebenfalls als erste Annaherung zu betrachten ist. 
Also: 

u = prop. 6p (RH’). 


Nach Ersetzung von (RH’) und 6, erhalten wir: 
u=a.(H)—bd.(H)? 
Dies ist die Gleichung einer Parabel. Um die Parameter a und 6} 


auszuwerten, bedienen wir uns ihres experimentell bestimmten Scheitel- 


punktes: 
(H’)yax. = 4 Millimol 


u 0,113 Millimol 


I 


und erhalten 
u = 0,0565 (H') — 0,00705 (H’)?. 


Hiermit wird die folgende Tabelle VI berechnet: 


Tabelle VI. 





H'Millimole | wu gefunden u berechnet H’ Millimole u gefunden § « berechnet 


0,017 | 0,026 4,0 0,118 (0,113) 


0,5 
1,0 | 0,057 | 0,048 6,3 0,081 0,078 
3,2 0,096 | 0,108 10 0,013 negativ 


1 K. Wunderly, a.a.O., Helv. 1934. 
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Berechnete (Kreuzpunkte) und gefundene (Ringpunkte) Werte 
sind auf Abb. 2 durch einen Kurvenzug verbunden dargestellt. Wie 
man sieht, besteht, abgesehen von dem Kurvenpunkt bei H’ = 10-%, in 
Anbetracht der gemachten rechnerischen Vereinfachungen eine recht 
gute Ubereinstimmung zwischen Formel und Wirklichkeit, so daB 
wir sagen diirfen, daB die Adsorption des Komplexions RH’ und dessen 
Verdrangung durch H’ bewiesen worden ist. 


V. Uber die Aktivitdt des Kohlekontaktes. 


Aus Tabelle III ist ersichtlich, daB die Aktivitaét der Kohle, ge- 
messen durch die Reaktionsgeschwindigkeit v, von der Aziditaét ab- 
hangig ist. Durch die Nachweise des vorigen Abschnittes kann als fest- 
gestellt gelten, da der Wechsel 
der Aktivitét durch Adsorp- a ca 
tion und Verdrangung ver- | 
ursacht ist. Wir zeichnen auf | 

| 


Abb. 3 die Aktivitaiten in 





























Prozenten der gemessenen $0 — t+ 
Maximalgeschwindigkeit = bd 
Aktivitat = | | 
Max. ee oe ee 
als Funktion von py und be- Abb. 3. 


merken die Ahnlichkeit dieser 
Kurve mit den Aktivitaéts-py-Kurven von Fermenten. Aus diesen parabel- 
aéhnlichen Kurven hat man bekanntlich geschlossen!, daB das — in 
echter Lésung vorausgesetzte — Ferment, etwa Saccharase, ein Am- 
pholyt sei, dessen Saiure- und Basenkonstante ‘, und k, (vgl. den 
vorigen Abschnitt) aus der Form der py-Kurve herauszurechnen ware. 

Wir wollen zeigen, daB wir auch unseren, auf Abb. 3 dargestellten 
Verlauf, der offenkundig ganz anderen Ursachen sein Dasein verdankt, 
nach dem genannten, bei Fermenten iiblich gewordenen, Schema be- 
handeln kénnten. 

Aus den gemessenen Aktivitaten auf Abb. 3 (Ringpunkte) entnehmen 
wir fiir das Maximum: 

(i) = Ie. 


Fiir einen Ampholyten bedeutet dieses Maximum ?: 


(iH) = ) 7% bw 


1 L. Michaelis, Zeitschr. f. physiol. Chem. 152, 183, 1926; H.v. Euler 
u. K. Josephson, ebenda 138, 279, 1923/24; H.v. Huler u. K. Myrbdck, 
ebenda 134, 39, 1924; R. Kuhn u. L. Brann, B. 59, 2370, 1926; J.H. 
Northrop u. H. S. Simms, J. Gen. Phys. 12, 313, 1928. — ? Vgl. K. Myrbdack, 
Enzymat.-Katalysen. Sammlung Géschen 1038. Berlin 1931. 8S. 20. 
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k, 
somit —- = b 10° i. Wird dieser Wert in die Gleichung fiir den Disso- 
w 
ziationsrest 9 eingesetzt (siehe Abschnitt 4), so folgt: 
| 
As 1 410 Lay 
- ( ) 
"Bid 
und 
1 
“Max. ~~ 1 42.10-4.6° 


Um k, und k, auszuwerten, und um die Kurve von @ zu zeichnen, 
muS man fiir gy,, einen passenden Wert wahlen, worin wir frei sind, da 
in unserem Falle o eine ganzlich fiktive GréBe ist. Es zeigt sich, daB mit 
0,98 die gesuchte Anpassung erreicht werden kann. Die Auswertung 


Max. 
ergibt: 
. 6 . 12 . 18. 
k, 10-8, kK, Lont?, k «kp 10 . 
somit: 
1 


ia 10-6 102(H’ ; 
(H’) © 


Nach dieser Gleichung ist die Kurve in Abb. 3 (Kreuzpunkte) 
gezeichnet, die dem beobachteten Verlauf (Ringpunkte) augenfallig 
genigt. Hieraus darf entnommen werden, daB kein biindiger SchluB 
gezogen werden kann, wenn eine, bei einer Fermentwirkung etwa beob- 
achtete, parabelihnliche Aktivitétsepy-Kurve auf die ampholytische 
Natur des Fermentes bezogen und seine Aktivitaétsiinderung auf [oni- 
sationsverschiebungen nach dem Gesetz der Massenwirkung zuriick- 
gefiihrt wird. 

Zusammenfassung. 

Die aminolytische Aktivitaét eines Kohlekontaktes wird durch 
niedrige Aziditat der Lésung beférdert, durch héhere gehemmt. Die 
Adsorption der Aminosdure wird in gleicher Weise gefordert und ge- 
hemmt. Beides wird zuriickgefiihrt auf die Bildung eines Komplexions 
und dessen Verdrangung aus dem Adsorptionsraum durch Wasserstoff- 
ion. Der quantitative Zusammenhang ist ganz ahnlich demjenigen, 
der bei den Aktivitats-py-Kurven von Fermentationen angetroffen wird. 


Physikal.-chem. Institut der Eidgen. Techn. Hochschule, Ziirich, 
Mai 1934. 
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Uber die Bildungsweise der Schalen yon Vogeleiern, 
mit Bemerkungen iiber die Erzeugung von Alkalosis und Azidosis 
durch Caleiumsalze. 
Von 
J. P. MeGowan, M. A., M. D., Aberdeen. 


(Eingegangen am 9. Mdrz 1934.) 


Wahrend die durch Calciumchlorid erzeugte Azidosis in der Literatur 
oft erwaihnt und mannigfach gedeutet worden ist, ist die durch Gaben 
von Calciumearbonat hervorgebrachte Alkalosis in ihrer wahren Be- 
deutung meines Wissens nicht erkannt worden. 

In fritheren Arbeiten [.WcGowan und Mitarbeiter, 1931; MeGowan, 
1933 (1) (2)] ist gezeigt worden, daB Kaninchen, die eine an Calcium- 
carbonat reiche Kost erhielten, das Calcium im Urin als Carbonat aus- 
schieden. Beispiele hierfiir sind in Tabelle I gegeben. 


Tabelle I. 





Cad 

Kanin- ee ieracs 

chen Kost ——— dito ausgeschieden 
Nr. nommen Urin 05 Kot 9 
1 | Grundkost .... 6 0,2148* 0,0390* 162 0,2033* 83,8 
i + CaCO, 6 2,1233 0.6572 45,1 0,7989 54,9 
2 | es gr ten 13 0.1660 0,0115 6,6 0,1620 93,4 
2 ‘ +CaCO, 14 1,9434 0.5421 44,5 0,6752 55,5 

P, 0; 

1 ee dsaices © s 6 1,2075  0,4881 49,9 0,4992 50,1 
1 fe +CaC Og 6 0.9354 0.0123 14 0.8831 98.6 
2 - i hese 13 0,8368 0,38767 47,5 0,4160 52,5 
2 * +CaCl Oz 14 0,8535 | 0,0398 4,5 , 0,8347 95,5 


* Tagesdurchsehnitt in g. 


Die Grundkost bestand aus gleichen Teilen Kleie, Schrot, ,,Porage‘‘- 
Hafer. 24 Pfund dieser Mischung wurden | Pfund Fischmehl zugesetzt. Bei 
Calciumcarbonatkost wurden 25 Pfund der Grundkost 2 Pfund Kalk 
zugefiigt. Wurden die Kaninchen auf Grundkost gehalten, so war der 
Urin klar, reagierte sauer und enthielt betrachtliche Mengen P,O,; und nur 
Spuren von CaO. Beim Ubergang zur Calciumcarbonatkost war der Urin 
durch Calciumcarbonatkristalle getriibt, reagierte alkalisch und enthielt 
betrachtliche Mengen von CaO und nur Spuren von P,O;. Fiir diese Er- 
gebnisse brachten wir folgende Erklarung [.MeGowan, 1933 (3)]. Bei der 
Calciumcarbonatkost wurde ein groBer Teil des P,O; nicht absorptiv, sondern 
unter dem Einflu8 des Uberschusses an Calciumcarbonat als unlésliches 
Ca,(PO,). im Darm zuriickgehalten. Weiterhin ist der im Fazes er- 
scheinende Anteil durch geringe Mengen P,O; vermehrt, die in das Blut 
zusammen mit endogen gebildetem P,O; aufgenommen, im alkalotischen 


1* 
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Blut als Ca,(PO 4). gefallt, von den Makrophagen aufgenommen und von 
ihnen durch die Mucosa auf die Obertlache des Darmes gebracht worden 
sind (McGowan, 1932). Das Calcium wird nach der Neutralisation der 
Magensalzsiure als Caleiumchlorid aufgenommen und zirkuliert im Blut. 
Hierdurch wird eine Alkalosis erzeugt. Wahrend der kurzen Zeit, die bis 
zu seiner Ausscheidung verstreicht, wird das Caleiumchlorid durch die 
Blutproteine' vor einer Reaktion mit Phosphat geschiitzt. Danach wird 
durch eine im Nierenepithel stattfindende Reaktion zwischen CaCl, und 
Na HCO, der Uberschu8 des Caleiums entfernt und die Alkalosis des Blutes 
wieder aufgehoben. Hierbei wird CaCO, gebildet und geht in den Urin, 
wahrend das Cl-lon als NaCl ins Blut zuriickkehrt. Im Blutkreislauf findet 
dieser ProzeB nicht statt, denn die entstehende groBe Menge Calcium- 
carbonat miiBte notwendigerweise embolische Infarkte in verschiedenen 
Geweben hervorrufen. So findet tatsaéchlich innerhalb eines dauernden 
Kreislaufs ein Transport von unléslichem Calciumcarbonat vom Magen 
zum Urin statt. Das Cl-Ion wirkt hierbei als Ubertrager. 

Die Neutralisation der Magensiure durch Calciumecarbonat ruft eine 
Alkalosis hervor, die wiederum als AbwehrmaBnahme eine Achlorhydrie 
erzeugt. Dies stellt einen circulus viciosus dar, der eine groBe Bedeutung 
fiir den Calciumstoffwechsel hat, besonders im Hinblick auf die Entstehung 
der Rachitis, die einerseits durch die mangelhafte Adsorption der Phosphate, 
andererseits durch die Alkalosis des Blutes entsteht. Auf andere ver- 
offentlichte Resultate wird spéter hingewiesen werden, wobei die Be- 
dingungen der Bildung von Eischalen besprochen werden sollen. 

Wenn das Calcium nicht in Form von Carbonat oder als Salz einer 
organischen Saure (im Blut in CO, verwandelt), sondern als Salz einer starken 
Saure wie HCl gegeben wird, liegen die Dinge etwas anders. Hier werden, 
anstatt daB die Magensalzsiure neutralisiert wird, noch Chlorionen dem 
Korper zugefiihrt. Caleiumchlorid wird als solches resorbiert, und es tritt, 
bevor es endgiiltig ausgeschieden wird, eine Azidose auf. Im Enderfolg ist 
die Fortschaffung einer Saure notwendig im Gegensatz zum AlkaliiiberschuB 
im vorhergehenden Falle. Eine Erklarung dieses Vorganges wird von Ragnar 
Berg (1923) wie folgt gegeben: Auf die Calciumchloridgabe erscheint zuerst 
ein schwacher Wechsel der Phosphatausscheidung vom Urin zum Kot, 
ein geringer Anstieg des Caleiums im Urin (aber nicht als Carbonat) und eine 
steigende Aziditat des Urins. Diese Anderungen sind durch eine Reaktion 
im Blute zwischen CaCl, und Na,gH PO, hervorgerufen. Dabei bildet sich 
unlésliches Ca;(PO,). (durch. den Darm entfernt) und NaH, PO, (im Urin 
ausgeschieden). Auf diese Weise ist der Caleiumiiberschu8 entfernt und die 
Azidosis durch eine Methode aufgehoben, die NaHCO,, den Haupttrager 
der alkalischen Reaktion des Blutes, spart. Haldane, Hill und Luck (1923) 
stellten nach einer scheinbar einmaligen Priifung des Kotes folgende Er- 

! Siehe die Diskussion von McGowan (1933, 1, S. 935), ebenso Pauli 
(Bechhold, ,,Die Kolloide in Biologie und Medizin“, 8. 166. Leipzig, Stein- 
kopff, 1920). Dort wird gezeigt, daB CaCl, im alkalischen Medium mit 
EiweiB ein schwach ionisiertes Komplexsalz der Formel 

NH, NaCl 


Rn Ca 
COO 


bildet. 
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kliarung auf: ,,In dem neutralen Darminhalt wird Calciumehlorid als 
Calciumcarbonat gefallt, wobei das Carbonat des Verdauungssaftes entfernt 
und durch Chlorid, weleches wieder resorbiert wird, ersetzt wird.** Ab- 
gesehen von anderen Uberlegungen ist es schwer einzusehen, wie carbonat- 
haltiger Darminhalt im Diinndarm vorkommen kann, da hier meistens saures 
Medium vorherrscht, und auBerdem haben MeClendon und Medes (1925) 
gezeigt, daB der Diinndarm normalerweise saure Reaktion bis zu einem 
pu von 2,27 aufweist. Graham und Morris (1933) stellen, ohne Kinzelheiten 
zu geben, noch eine andere Theorie auf: das Calcium wird im Kot zusammen 
mit den Fettsiuren als Seife ausgeschieden, und nur das Chlorradikal 
wird resorbiert. Scheinbar wird also das Chlor als freie Saéure resorbiert, 
nachdem die Fettséiuren das Calcium von seiner Bindung an HCl geldst 
haben (eine sehr unwahrscheinliche Vorstellung). 

Weiter ist zu erwahnen, daB Calcium, als Caleiumchlorid gegeben, fort- 
geschrittene Osteoporosis (Berg, 1923) erzeugen kann, wahrend es als 
Carbonat gegeben unter Umstanden den Anfang zu Osteoporosis geben 
und Tetanie verstirken kann [.1/cGowan, 1933 (3)].. Diese drei Ergebnisse 
scheinen sich zu widersprechen. Therapeutisch gesprochen ist CaCl, ein 
wichtiger Faktor bei der Behandlung von Tetanie sowohl auf Grund der 
Azidosis, die durch die Jonisierung des Blutcaleiums hervorgerufen wird, 
als auch durch die zusatzlichen Calciumgaben selbst. 

Die mitgeteilten Tatsachen scheinen einen bestimmten EinfluB 
auf den Zustand des Blutes, des Urins usw. bei Herbivoren und Carni- 
voren zu haben, doch soll nicht weiter darauf eingegangen werden. 
Es ist méglich, daB zwischen der Verarbeitung des Calciumcarbonats 
im Organismus und der Bildung der Eischalen bei Végeln eine Be- 
zichung besteht, deren eingehende Behandlung notwendig ist. Halnan 
(1925) schlieBt aus seinen experimentellen Beobachtungen, da unter 
normalen Bedingungen das Calcium der Eischalen direkt aus dem 
Futter stammt. Unter anormalen Bedingungen wurden einige Fiille 
an legenden Hiihnern beobachtet, bei denen durch ungeniigende Calcium- 
gaben (aber auch in einigen Fallen bei Calciumiiberschu8 im Futter) 
fortgeschrittene Osteoporosis entstand, obgleich Calcium in Mengen 
von den Knochen zuriickgehalten wurde!. Riddle und Reinhart (1926); 
Hughes, Titus und Smits (1927): MacOwan (1932) und Laskowski (1933) 
haben gezeigt, daB bei legenden Hennen ein betrachtlicher Anstieg des 
Calciums im Blute stattfindet. Angesichts dieser Beobachtungen, 
besonders derjenigen von Halnan, ist es naheliegend, anzunehmen, dab, 
wie bei der Calciumearbonatdiat der Kaninchen, auch hier durch eine 
Chlorionenzirkulation ein Calciumcarbonattransport aus dem Magen 
stattfindet. In diesem Falle wird das Calciumcarbonat nicht im Urin, 
sondern im Eileiter durch die Epithelzellen der Eischalendriisen an der 
Oberfliche der Eimembran ausgeschieden. Common (1932) zeigt, dal 
wahrend der Eischalenbildung ein Anstieg der Phosphatausscheidung 

1 Diese Tiere zeigen starke Hypertrophie der parathyroiden Driisen 
(nach persdnlichen Beobachtungen). 














12 J.P. Me Gowan. 


stattfindet. Aus den erwadhnten Resultaten soll nicht geschlossen 
werden, da’ die Eischalen aus dem Calciumphosphat des Blutes 
gebildet werden, sondern man hat folgendes anzunehmen: Im K6rper- 
gewebe herrscht wahrend der Eischalenbildung ein Calciummangel, da 
alles Calcium fiir die Eischalenbildung gebraucht wird: so kann das 
Phosphat aus der Nahrung nicht im Gewebe festgehalten werden und 
wird deshalb ungewohnlich stark ausgeschiedea. 


Zusammenfassung. 

Wahrend der Verabreichung von Calciummischungen entstehen 
zwei verschiedene Zustande im Kérper. Im ersten Fall, wenn Calcium 
als Carbonat oder als Salz einer organischen Saure gegeben wird, tritt 
eine Alkalosis auf. Durch eine in den Epithelzellen der Niere statt- 
findende Reaktion zwischen CaCl, und NaHCO, wird die Alkalitat des 
Blutes wieder ausgeglichen und das Ca als CaCO, im Urin ausgeschieden. 

Im zweiten Falle, in dem das Calcium als Salz einer starken Saure, 
z. B. als Chlorid gegeben wird, reagiert das Calciumsalz nach Absorption 
im Blute mit den Alkaliphosphaten. Hierbei wird vielleicht gebildetes 
Ca,(PO,). durch den Darm ausgeschieden und auf diese Weise ein 
CalciumiiberschuB entfernt. Gleichzeitig wird durch Bildung von 
NaH, PO, und seine Ausscheidung im Urin eine entstehende Azidosis 
behoben (Berg). Die pathologische und therapeutische Auswirkung 
dieser Ubherlegung wird im Text besprochen. 

Die bei dem ersten der beiden Zustande auftretenden Erscheinungen 
bieten eine Erklarung fiir die Bildung der Eischalen: Das aus dem 
Futter aufgenommene Calciumcarbonat wird, anstatt wie gewoéhnlich 
durch die Nierenepithelien in den Urin ausgeschieden zu werden, durch 
die Zellen der Schalendriisen in den Eimembranen abgelagert. 
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Darstellung eines Chlorhimatoprosthetins und Erwiderung auf 
die Einwiinde yon H. Fischer, K. Zeile und F. Haurowitz. 


Von 
Alfred Herzog. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der kénigl. ungar. Universitat 


Budapest. 


~ 


(Eingegangen am 5. Mai 1954.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Erwiderung an H. Fiseher und K., Zeile. 


Beziiglich der Einwendung von Fischer und Zeile!, ich hatte in meiner 
Arbeit? die Schwierigkeiten diskutiert, durch Elementaranalyse allein die 
Zusammensetzung héher molekularer K6érper entscheiden zu kénnen, sei 
festgestellt, daB ich lediglich die Vermutung Willstdtters angefiihrt habe, 
die sich konkret auf die Unterscheidung zwischen C3, und C,, bezog, mich 
dieser Auffassung aber unzweideutig nicht angeschlossen habe, denn die 
Analysenergebnisse auf diesem Gebiete schwanken nicht zwischen mehreren 
C-Atomen, sondern lauten entweder auf Cy,, C3, oder die noch tiefere 
C-Atomzahl und lassen sich bei Vorliegen mehrerer Parallelanalysen. und 
Parallelpraparate deutlich unterscheiden. Ich habe daher die Formeln nicht 
gekiirzt, sondern bei den betreffenden Verbindungen die ihnen analysenmabig 
zukommenden Formeln vertreten. Die Zusammensetzung von Hpr.* wurde 
des weiteren von Fscher und Zeile und auch Haurowitz* bestatigt, und zwar 
von letzterem auch der von mir gefundene prozentuale N-Gehalt. [ch kann 
daher die von Fischer und Zeile geiuBerten Bedenken wegen der von ihnen ge- 
fundenen geringeren prozentualen N-Werte nicht gelten lassen, um so weniger, 
als die genannten Autoren bei dem aus Hpr. dargestellten Praparat typische 
Teichmannsche Kristalle, bei Parallelanalysen bedeutende Differenzen im 
prozentualen N-Gehalt erhielten (7,79 und 8,13 °,, N, berechnet war 8,59 °,, N). 
Von einer Beurteilung der von Fischer und Zeile angegebenen Modifikation 
der Hpr.-Darstellung méchte ich derzeit noch absehen. Das Vorliegen eines 
Ammoniaksalzes bei den frischen Kristallen von Hpr., die dann beim 
Trocknen Ammoniak abdissoziieren sollen, ist durch die Untersuchungen 
von Fischer und Zeile nicht erwiesen, da fiir den héheren prozentualen 
N-Gehalt des von Fischer und Zeile iiber Kali und Paraffin getrockneten 
und bei verschiedenen Trocknungszustanden analysierten Priaparates der 
Fliissigkeitsgehalt (Methylalkohol und Wasser) in Betracht gezogen werden 


1 H. Fischer u. K. Zeile, Zeitschr. f. physiol. Chem. 222, 151, 1933. 

2 A. Herzog, diese Zeitschr. 264, 412, 1933. — #% Abkiirzung fiir 
Himatoprosthetin, welcher Ausdruck fiir die bei 100°C im Vakuum 
getrocknete Substanz von der analysenmaéBigen Zusammensetzung 
C,3H,,;N,O,Fe gepragt wurde. — !F'. Haurowitz, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
223, 74, 1934. 
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muB, das ja Ammoniak ebenfalls enthalten mu8! und ein definitiver Zustand 
mit dem von einem Monoammoniumsalz verlangten prozentualen N-Gehalt 
nicht erreicht werden kann. AuBer einem Ammoniaksalz ist noch, aber 
auch nur teilweise, eine in die Reihe der sogenannten Parahamatine ? fallende 
Ammoniakverbindung zu erwagen, als deren Reduktionsprodukte die 
Hamochromogene gelten, bei denen aber salzartige Bindungen nicht an- 
genommen werden. Pyridinverbindungen von diesem Typus sind kristallisiert 


! Hin frisches Praparat von Hpr., das nach griindlichem Auswaschen 
mit Ather 2 Stunden iiber Kali und Paraffin getrocknet war, liefert im 
Zeiselschen Apparat bei 70mg Ausgangssubstanz 15,7 mg AgJ. Dasselbe 
Praparat ergab nach sechstagigem Trocknen tiber Kali und Paraffin eine 
schwach positive Reaktion (Triibung der alkoholischen Ag NO,-Lésung 
beim Verdiinnen mit Wasser). Zur selben Zeit lieferte die Analyse folgende 
Werte: 

Praparat 76: 
3,695mg Substanz, 8,36mg COx,, 1,77 mg H,O, 0,444mg Fe,O, = 61,71°, C, 

5,36% H, 8,40% Fe, 
3,634 ,, Substanz, 8,33 mg CO,, 1,.73mg H,O, 0.429mg Fe,O, = 62,52°, C, 
5,338 % H, 8,26% Fe, 

3,133... Substanz, 7,18 mg CO,. 1.44 mg H,O,= 62,50°, C, 5,03°, H, 

4,395 ,, Substanz, p 740 mm, ¢ 23°C, 0,357 cem N 9.12% N, 

4,893 ., e p740 ,, ¢23°C, 0,408 ,, N = 9,36% N. 
Mittelwerte: 62,56% C, 5,24% H, 9,24°% N und 8,33% Fe. 
Berechnet fiir Cy,;H3,N;0,Fe (Monoammoniumsalz des Hpr.) --H,0: 

62,05 % C,. 8;69°, H, 10,97°% N und: §,75°% Fe. 

Berechnet fiir C,3,H;; N,O,Fe + 2 H,O: 61,95° C, 5,52 H. 8,76% N 
und 8,73°, Fe. 

Bei der Vergleichsformel kann ich die Zusammensetzung des Hématins, 
wie H. Fischer und K. Zeile vorgehen, nicht in Anwendung bringen, da 
Himatoprosthetin keinen fiinften Sauerstoff besitzt, die bisherige Hamatin- 
formel an sich aber auf Grund der Himatinanalysen anfechtbar ist (siehe 
eine folgende Arbeit). Wenn Fischer und Zeile bei einem Hpr.-Praparat 
nach viertagiger Trocknung iiber Paraffin und Kali 59,35°, C, 6.30°, H, 
10,16%, N und 8,19°., Fe finden, so méchte ich dieser Zusammensetzung 
des Priparates den Tatsachen entsprechend folgende Vergleichsformeln 
gegeniiberstellen: 

C3 H,, N,O,Fe (Hpr.) + NH, + 2H,O = Cj;HjgN;O,Fe (60,35°% OC, 
§,83°% H, 10,67°, N und 8,51% Fe). 

C33H,, N,0,Fe (Hpr.) + NH, + 3H,O = C,,HyN;O,Fe (58,73%  C, 
5,98°,, H, 10,39°, N und 8,48°%, Fe). 

Das Priparat von Fischer und Zeile ergab also nicht einmal jenen 
prozentualen N-Wert, der von einem Monoammoniumsalz mit 3 Molekiilen 
Wasser verlangt wiirde, obwohl der C-Wert unter dieser Voraussetzung 
gar nicht mehr stimmen wiirde. Es miiBte aber wegen des im Wasser an- 
zunehmenden Ammoniaks eher ein héherer prozentualer N-Gehalt erwartet 
werden als yon NH,-Salz verlangt ware. 

2 Keilin, Proc. Roy. Soc. B. 100, 129, 1926; Hill, Proc. Roy. Soc. 
London B. 105, 112, 1930; zitiert nach F. Hauwrowitz, Wissenschaftliche 
Forschungsberichte, Naturwissenschaftliche Reihe 26, 92, 1932. Leipzig. 
Verlag Theodor Steinkopff. 
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darstellbar und dissoziieren beim Trocknen Pyridin ab'. Die bei 100°C 
im Vakuum getrocknete Substanz ist analysenmaBig keinesfalls ein 
Ammoniaksalz und kann einem definitiven Zustande entsprechend an- 
gesehen werden. Dies folgt 1. aus den prozentualen Fe-Werten des Hpr., 
die auf 33 C-Atome hinweisen, bei weiterem Gewichtsverlust nur steigen 
miiBten, daher nie eingm fiir 34 C-Atome verlangter. Wert entsprechen 
kénnten (die Hpr.-Formel verlangt 9,24°., Fe, gefunden wurde 9.23°,, Fe, 
eine Formel C,,H3,N,O,Fe wiirde 9,04°, Fe verlangen), 2. aus der Dar- 
stellung eines veresterten und chlorierten Hamatoprosthetins, das im Gegensatz 
zu der vergleichsweise erfolgten Veresterung und Chlorierung einer Ver- 
bindung von der analysenmaéBigen Zusammensetzung C,,H,,N,0,Fe eben- 
falls wieder auf 33 C-Atome hinwies*, und 3. aus der im Folgenden be- 
schriebenen Darstellung eines wunveresterten Chlorhdmatoprosthetins. sei 
diesen Derivaten aber kann der Einwand der Abdissoziation von Ammoniak 
wegen ihrer Darstellung im sauren Milieu nicht gemacht werden. 
. s oo 7 . . . 

Die Uberfiihrung von Hydroxy-Hpr. (siehe eine folgende Arbeit) 
in Teichmannsche Kristalle nach der von Fischer und Zeile angegebenen 
Methode, also durch Lésen von Hpr. in 3° ,iger NaOH und Eintragen 
in siedenden mit Kochsalz und konz. HCl versetztem Eisessig, demnach 
ohne Zugabe von Methylalkohol, gelingt mir ebenfalls sehr leicht, 
aber nur bei Einhaltung eines ganz bestimmten Vorgehens®, nicht aber 

Y es . . ee . . % 

unter Verhaltnissen, unter denen die Méglichkeit der Uberfiihrung 
auch zu erwarten wire, wenn dem Hpr. 34 C-Atome zukommen wiirden. 
v . ° . . . . . y Pixs 
Von den verschiedenen Versuchen, die ich in bezug auf die Cherfiihrung 
von Hpr. in Teichmannsche Kristalle ohne Zugabe von Methylalkohol 
ausgefiihrt habe, seien folgende angefiihrt. 


1. Eisessig wurde mit NaCl und konz. HCl einige Minuten gekocht, 
dann Hpr., in 3°,iger NaOH. gelést, eingetragen, nach weiteren 3 Minuten 
das Sieden unterbrochen, worauf beim Abkiihlen sehr rasch Teichmannsche 
Kristalle ausfielen. 

2. Eisessig wurde nach Zusatz von Kochsalz rasch zum Sieden erhitzt, 
Hpr. in 3°.iger NaOH. gelést, eingefiihrt, nach 1 Minute das Sieden 
unterbrochen, worauf beim Abkiihlen sehr langsam, im Laufe einiger Tage 
Kristalle ausfielen, die keine Teichmannsche Formen zeigten und spiater 
beschrieben werden sollen (Préaparat 77). 

3. Eisessig wurde nach Zusatz von NaCl zum Sieden erhitzt, fein 
pulverisiertes Hpr. in Substanz eingetragen, nach einigen Minuten Siedens 
rasch filtriert und nach abermaligem Zusatz von etwas Kochsalz noch 


1 R.v. Zeynek, Zeitschr. f. physiol. Chem. 70, 228, L910; H. Fischer, 
A. Treibs u. K. Zeile, ebenda 195, 1. 1931; 198, 156, 1931; A. Hamsih, 
ebenda 169, 65, 1927. - 2 4. Herzog, diese Zeitschr. 267, 48, 1933. 
— * Meine Untersuchungen fiihrte ich mit bei héherer Temperatur ge- 
trockneten Priparaten aus, die infolge der Elementaranalysen und des 
negativen Verlaufs der Zeiselschen Untersuchungen als frei von Methyl- 
alkohol anzusprechen waren. Fiir die Annahme von Veriéinderungen durch 
das Trocknen bei héhe:er Temperatur wegen Nebenreaktionen, die meine 
Ergebnisse in bezug auf die Uberfiihrbarkeit von Hpr. in Terchmannsche 
Kristalle rechtfertigen wiirden, ergab sich bisher nirgends ein Anhaltspunkt. 
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10 Minuten im Sieden erhalten. Beim Abkiihlen fielen T'eichmannsche 
Kristalle aus, die manchmal allerdings nicht gut kristallisiert waren. 

4. Insiedendem Eisessig wurde Hpr. in Pyridin-Chloroform gelést einge- 
fiihrt, jetzt nachtraglich einige Tropfen konz. HCl zugesetzt, 5 Minuten bei 
schwachem Sieden erhalten, worauf beim Abkiihlen langsam jene Kristalle 
ausfielen, die bei Versuch 2 erhalten worden waren (Priaparate 73 und 75). 

5. Eisessig wurde mit Pyridin versetzt, in das siedende Gemisch Hpr., 
in 3°,iger NaOH gelést, eingetragen, einige Tropfen konz. HCl zugesetzt 
und 3 bis 5 Minuten gekocht. Beim Abkiihlen fielen Kristalle aus, die bei 
den Versuchen 2 und 4 erhalten worden waren. (Die Praparate wurden 
nicht mehr analysiert.) 

6. Eisessig wurde mit Kochsalz und konz. HCI rasch zum _ Sieden 
erhitzt, Hpr. in Pyridin-Chloroform gelést eingefiihrt und 5 Minuten im 

Sieden erhalten. Beim 
Abkiihlen fielein Gemisch 
von Teichmannschen und 
den bei den Versuchen 2, 
~ 4 und 5 erhaltenen Kri- 
. stallen aus (Praparat 71). 

Die Praparate 73, 
75, 77 und andere nach 
den beschriebenen Me- 
\ thoden dargestellte, aber 

nicht mehr analysierte 
Priparate, waren teils 
in Nadeln kristallisiert, 
die einzeln zu radiaren 


¢.* NE Drusen oder Doppel- 





4 biischeln angeordnet 
= waren (Abb. 1), _ teils 

~ — <a . wv ek 
. 5 in gréBeren Kristallen 


von meist Wetzstein-, 
seltener Plittchenform. 
In der Mutterlauge 
zeigten die Kristalle blaue Farbe mit je nach Kristallisation mehr oder 
weniger Metallglanz. In bezug auf Léslichkeit ergab sich bei vergleichen- 
den Untersuchungen gegeniiber Teichmannschen Kristallen wie bei 
den beschriebenen Estern kein Unterschied!. Die Substanz war sehr 
gut léslich in Pyridin und Ammoniak, schwacher in 5 °,iger Sodalésung, 
1°%iger NaOH und Methylalkohol, schwach léslich in Aceton, Athyl- 
alkohol und Chloroform, unléslich in Ather und verdiinnter Schwefel- 
siure, beim Erhitzen léslich in Eisessig. Die Uberfiihrung in T'eichmann- 
sche Kristalle gelingt wie die des Hpr., wenn man in 3%iger NaOH 
lést und in Eisessig eintragt, der nach Zusatz von NaCl und HCl einige 
Minuten siedete. Die Substanz konnte auch wieder in Hpr. nach 
der angegebenen Methode iiberfiihrt werden!. Die Darstellung der 


Abb. 1. 
Chlorhimatoprosthetin (Priparat 75). 


1 A. Herzog, 1. c. 
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Substanz aus Oxyhamoglobin unter ahnlichen Umstanden wie aus 
Hpr. gelang nicht. Es fielen bei diesen Versuchen Teichmannsche 
Kristalle aus. 

Die Analysen wurden am medizinisch-chemischen Institut der Univer- 
sitat Graz von Herrn Dr. Zacheri ausgefiihrt, wofiir ihm an ¢lieser Stelle 
bestens gedankt sei. Die Bestimmung des N erfolgte nach Dumas- Pregl, 
die des Cl nach Zacherl-Krainick', die Trocknung bei 100° im Vakuum. 

Praparat 71: 

4,845 mg Substanz, p 728, ¢ 18° C, 0,372 cem N 8,63 % N, 


4,601 ,, 3 p 736, ¢ 20°C, 0,343 ,, N 8,41 % N. 
3,270 ;, ys 7,48 mg CO,,1, 34 mg H,O, 0,406 mg Fe,O, = 62,39°,, C, 


4,59°%, H, 8,68°%, Fe, 
3,989 ,, Substanz, 9,09mgCO,, 1,74mg H,O, 0,492 mg Fe,0, = 62,15°, C, 
4,88 % H, 8,63 % Fe, 
6,679 ., Substanz verbrauchten 0,88 cem n/100 NaOH 4,67 % Cl, 
5,903 ,, = a 0.77 ,, n/100 NaOH 4,62 % Cl. 
Praparat 73: 
3.077 mg Substanz, 7,00 mg CO,, 1,32 mg H,O = 62,04°, C, 4,80°, H, 


4,131 ,, a 9, 36 ,, CO, 1,84 , H,O = 61,73% C,. 498% H, 
3,395 4, * 7,72 ,, CQOxg, 1,22 mg H,O, 0,420 mg Fe,O, = 62,03 %% C, 


402% H, 865° i. Oy 
4,866 ., Substanz, 0,592 mg Fe,O,, 8,51°, Fe, 
6,353 ., Substanz verbrauchten 0,91 cem n/100 NaOH 5,08 % Cl, 


6,872 ,, % 99 0,98 , n/100 NaOH = 5,06% Cl. 
Praparat. 75: 

3,176 mg Substanz, p 732‘mm, ¢ 21°C, 0,237 cem N = 8,35°, N, 

3,700. . * p732.,,, #20°C, 0,279 ., N= 848% N; 

3,799 ,, om 6,88 mg CO,, 1,31 mg H,O, 0,356 mg Fe,0, 62,03 ° 


4,85% H, 8,23% Fe, 
3,331 ,, Substanz, 7,56 mg CO,, 1,37 mg H.O, 0,400 mg Fe, O, = 61,90 °, C, 
4,60°,, H, 8.40%, Fe, 
4,667 ,, Substanz, 10,60 mg CO,, 1,91 mg H,O,= 61,94°, C, +o 9 Es 
6,579 ., Substanz verbrauchten 0,92 cem n/100 NaOH 4,95 % ¢ 
7,092. ,, ‘2 a 101 ,, n/100 NaOH eae Ge 
Eine nach Pregl-Soltys ausgefiihrte Acetylbestimmung verlief negativ. 
Praparat 77: 
4,471 mg Substanz, 10,12 mg CO,, 1,99mg H,O, 0,580mg Fe.O, = 61,73 °, C, 
4,98°, H, 9,07°, Fe, 
3,545 ., Substanz, 8,02 mg CO,, 1,62 mg H,O, 0,449 mg Fe,O0, = 61,70 °, C, 
5,11 % H, 9,06% Fe, 
6,621 ., Substanz erforderten 1,04 cem n/100 NaOH = 5,57°. Cl. 


Mittelwerte : 
Praparat 71: 62,27°) = 4.74% H, 8,52% N, 8,65% Fe und 4,65% Cl 
sa 13; 61,96% C, 4.80% H, 858% Fe . &07% Cl 
75: 61,96°% a 4.68% H, 8.42% N, 8,32% Fe i 5,00 % Cl, 
422. Oh, 72°, C.. &06% #, 9,06% Fe .,, &,.67 % Cl. 


‘Bovee hnet fiir C,, H., /“ O,FeCl: 

62.14° C, 74% H, 8,79° N, 8.76% Fe und 5,57% Cl, 
Berechnet fiir Ne te h 

61,91% C, 504% H, 8,76% N, 8,73% Fe und 5,54% Cl. 


1M. K. Zacherl u. H. K. Krainick, Mikrochem. 11, 61, 1932. 
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18 A. Herzog: 


Die Analysen der Praparate 73, 75 und 77 weisen auf das Vorliegen 
eines Chlorhdimatoprosthetins C3,H3.N,0,FeCl hin. Aus der Dar- 
stellbarkeit dieses Produktes an sich geht hervor, daB die T'eichmann- 
schen Kristalle nicht als das primar chlorierte Produkt von Hpr. auf- 
zufassen sind. Die Uberfiihrbarkeit in T'eichmannsche Kristalle und 
Riickiiberfiihrbarkeit in Hpr. zeigen aber auch, daB es bei Darstellung 
von Chlor-Hpr. zu keiner tiefgreifenden Verainderung im Gefiige des 
Molekiils gekommen ist. Die Analysenwerte des Chlor-Hpr. decken sich 
mit jenen, die ich fiir die chlorierte Kernsubstanz — damals hypotheti- 
sches Chlor-Hpr. — meiner veresterten und chlorierten Hpr.-Praparate 
nach Abzug der Estergruppen durch Berechnung erhalten habe, woraus 
sich die Richtigkeit meines damaligen Vorgehens ergibt!. Aus den 
obigen Versuchen kann aber auch entnommen werden, daB a) die 
Darstellung J'etchmannscher Kristalle ohne Zugabe von Methylalkohol 
nach Fischer und Zeile von der Zugabe oder dem Entstehen von HCl? 
und langerem Kochen in positiver, und von der Gegenwart einer Base, 
wie das verwendete Pyridin, in negativer Weise beeinfluBt wird, die 
Darstellung Teichmannscher Kristalle nach der angefiihrten Methode 
daher an Bedingungen gekniipft ist, die ausgehend von Hamoglobin 
oder anderen haminartigen und chlorfreien Substanzen mit analysen- 
mabig 34 C-Atomen nicht gegeben sein miissen, b) die an sich mégliche 
Uberfiihrung einer chlorfreien, haminartigen Substanz in 7'eichmann- 
sche Kristalle mit Eisessig und Kochsalz schlechthin als Beweis fiir die 
Kohlenstoffzah] der Ausgangssubstanz nicht herangezogen werden 
kann, c) die Elementaranalyse zwischen C3, und C,, entscheiden 1aBt, 
und d) die Ursache fiir die abweichenden Kohlenstoffwerte, wie aus 
Praparat 71 hervorgeht, in der Art des Praparates gesucht werden muB. 
Da man aber aus Hamoglobin nicht zum Chlorhimatoprosthetin gelangt, 
sondern unter ahnlichen Bedingungen, wie man letzteres aus Hpr. 
erhalt, aus Hamoglobin spontan TJ'eichmannsche Kristalle entstehen, 
betrachte ich den 34. Kohlenstoff bei Darstellung von Teichmannschen 
Kristallen aus Hpr. anderen Ursprungs als bei deren Darstellung aus 
Hamoglobin. 

Zur Haminsynthese H. Fischers und Mitarbeiter sei derzeit bemerkt, 
da a) das Aetioporphyrin III analysenmaBig auf héhere proz. C-Werte 
lautet, als das natiirliche Aetioporphyrin (Aetioporphyrin III ergab 
bei der Analyse 80, 18 und 80,19 %, C3, die Praparate von Schumm aber 
C-Werte, die sich um 79,76% bewegen!). Bei Identitdt muf tiberein- 
stimmendes Analysenergebnis gefordert werden. b) Bei der Uberfiihrung 


1 4 Herzog, |.c. — * Freie HCl entsteht beim Kochen von Eisessig 
mit Kochsalz und kann im Destillat mit Kongopapier nachgewiesen werden. 
— 3 H. Fischer u. Stangler, Ann. Chem. Pharm. (Liebig) 469, 81, 1933. 
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von Protoporphyrin in Hamin mit Kochsalz bzw. HCl versetzter Eis- 
essig! zugegen war, es dort aber ebenso wie bei Hpr. zur Einfiihrung 
eines Kohlenstoffs kommen konnte, denn Protohim ergab analysen- 
maBig noch 33 C-Atome?. Eine derartige Méglichkeit war bei der 
Beurteiiung der synthetischen Reaktionen nicht beriicksichtigt worden. 


DaB H. Fischer und K. Zeile aus Teichmannschen Kristallen und Hpr. 
zum Mesoporphyrin gelangten, entspricht der Erwartung. 


Erwiderung an F. Haurowitz. 


Wenn Haurowitz® beim Schalfeje/fschen Hamin keine leicht abspaltbare 
Methylgruppe findet, so kann dieses wegen der verwendeten Methoden 
durchaus nicht iiberraschende * negative Versuchsergebnis die gegeniiber- 
stehenden, in den Analysen zu erblickenden positiven Befunde nicht ent- 
werten oder etwa aufkliren. Der analysenmaéBig nachgewiesene Austritt 
eines C-Atoms bei Uberfiihrung von Teichmannschen Kristallen in Hpr. 
kann sich einmal mit geeigneter Methodik in anderer Weise als durch die 
Elementaranalyse nachweisen lassen. Zu den weiteren Ausfiihrungen von 
Haurowitz, daB sich der Mindergehalt des Hpr. an Kohlenstoff durch 
Einlagerung von Wasser in das Molekiil erkliiren lasse und das Hpr. daher 
ein Halbanhydrid von ,,Oxyhimin und Oxyhaminanhydrid“ sei, méchte 
ich folgendes bemerken: Zunachst steht mit einer derartigen Ansicht der 
prozentuale Fe-Wert des Hpr. gar nicht im Einklang; der Fe-Gehalt ver- 
langt aber Beriicksichtigung, denn es handelt sich bei dem ,,Praparat von 
Herzog" in der Tabelle von Hawrowitz nicht um ein Praparat, sondern um 
Mittelwerte von zwo6lf Parallelpriparaten mit jeweils mehreren Parallel- 
analysen, die also mit Einzelpraparaten nicht gleichgesetzt werden kénnen. 
Ferner ist die als ,,Oxyhaimin* bezeichnete Substanz, die von Hamsik im 
Robprodukt nicht einmal kristallisiert dargestellt werden konnte, gar nicht 
geniigend definiert, beziiglich des ,,Oxyhiminanhydrids* ist aber nirgends 
bewiesen, da8 es sich um ein Anhydrid im chemischen Sinne handelt. 
Gegen die Annahme eines Anhydrids sprechen grundsatzlich die Aus- 
fiihrungen von Hamsik, denen entnommen werden kann, daB Anhydrisierung 
nach Verdiinnen der essigsauren L6sung mit Wasser oder beim Auswaschen 
mit Wasser eintreten solle®. AuSerdem berechnet Hamsik fiir ,,Oxyhamin- 
anhydrid** einen prozentualen C-Wert von 66,33%, der aber von keinem 
seiner Praparate erreicht wird. Differenzen der beiden Substanzen gegen- 
iiber Hpr. ergeben sich noch in der Darstellung, die beim Hpr. im basischen, 
bei den beiden anderen Substanzen im sauren Milieu erfolgt, ferner in der 


Kristallisation und Léslichkeit®5. Eine ausfiihrlichere Mitteilung iiber 
Untersuchungen in bezug auf die beiden genannten Substanzen ist einer 
weiteren Mitteilung vorbehalten. Uber die Bezeichnung ,,Oxyhamin- 


anhydrid“ schreibt Hamsik: ,,[ch habe dieser Substanz den Namen Hydroxy- 


! H. Fischer, A. Treibs u. K. Zeile, Zeitschr. f. physiol. Chem. 195, 1, 
1931. — 2? A. Herzog, l. c. 3 FF, Haurowitz, |. e. 4 Der in Frage stehende 
Kohlenstoff ware sonst im Hinblick auf die zahlreichen vorliegenden Unter- 
suchungen von Hamin mit der Zeiselschen Methode wahrscheinlich schon 
gefunden worden. 5 4. Hamsik, Zeitschr. f. physiol. Chem. 148, 99, 101, 
1925; Biochem. Handlexikon 14, 628; Zeitschr. f. physiol. Chem. 183, 173, 
175, 1923. 


Q* 














20 A. Herzog. 


haiminanhydrid gegeben, um sie von dem Dehydrochloridhamin, das von 
Kiister dargestellt wurde, zu unterscheiden usw.‘*! Das Dehydrochlorid- 
himin Kiisters? zeigt aber in bezug auf prozentualen C-Gehalt derartige 
Differenzen, daB keine Formel mehr angenommen werden kann. Es kann 
daher von ,Oxyhdmin und seinem Anhydrid® nicht gesprochen werden und 
wenn Haurowitz die Frage stellt, welche Formel dem Hpr. zukime, so kann 
ich nur antworten: ,,Diejenige, die sich aus den Analysen der Substanz und 
ihrer Derivate ergibt und die ich aufgestellt habe‘. Mit diesem Vorgehen ist 
nichts anderes erfolgt, als was T’reibs und Wiedemann?’ in bezug auf Phyto- 
chlorine in Anspruch genommen haben, wo es sich um die Entscheidung 
zwischen C,, und C,, handelt und die beiden Autoren auf Grund _ ihrer 
Elementaranalysen, die scharf auf C,; lauten, C,, als unwahrscheinlich 
hinstellen und die Entscheidung von weiteren Analysen der Derivate erwarten. 
EKiner spateren Darstellung von H. Fischer und A. Treibs* ist dann eine 
deutliche Bevorzugung von C,, zu entnehmen. 


Zusammenfassung, 


1. In bezug auf die Einwande von H. Fischer und K. Zeile sei fest- 
gestellt, daB a) auf Grund des derzeitigen Tatsachenmaterials das 
Vorliegen eines Monoammoniumsalzes bei den frischen Kristallen von 
Hamatoprosthetin weder bewiesen, noch auch nur mit Wahrscheinlich- 
keit ableitbar ist, und b) die Darstellung Teichmannscher Kristalle in 
siedendem Eisessig bei Gegenwart von Kochsalz und Salzsaure schlecht- 
hin einen Beweis fiir die Zahl der C-Atome der Ausgangssubstanz 
nicht darstellt. , 

2. Es konnte ein Chlorhdmatoprosthetin von der analysenmabigen 
Zusammensetzung C3,H3.N,0,FeCl dargestellt und beschrieben und 
hierdurch das Vorhandensein von nur 33 C-Atomen im Hamato- 
prosthetin weiter erhartet werden. 

3. Die Ausfiihrungen von F. Haurowitz werden als nicht stichhaltig 
abgelehnt. 

! 4. Hamsik, Zeitschr. f. physiol. Chem. 148, 99, 101, 1925; Biochem. 

Handlexikon 14, 628; Zeitschr. f. physiol. Chem. 138, 173, 175, 1923. 
2 W. Kiister, ebenda 40, 409, 411, 1903/04. — * A. Treibs u. Wiedemann, 
Ann. Chem. Pharm. (Liebig) 466, 266, 1928. 4 Vgl. ,,Handbuch der 
Biochemie des Menschen und der Tiere’ von C.Oppenheimer, 2. Aufl., 
Erganzungsband, 8. 89, 1930. 
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Jber Phosphoglycerase in roten Blutkérperchen. 
Von 
A. E. Braunstein. 


( 


(Aus dem Biochemischen A. Bach-Institut des Volkskommissariats fiir 
Gesundheitswesen, Moskau.) 


(Eingegangen am 17. Mai 1934.) 


Das neue von Embden (1) und Meyerhof (2) aufgestellte Schema des 
anaeroben Zuckerabbaues tiber Triosephosphate und deren Dismutations- 
produkte wirft fiir die Lehre vom Kohlenhydratstoffwechsel die 
wichtige Frage auf, inwieweit der neuen Reaktionsfolge eine allgemeine 
physiologische Geltung zukommt. Die zahlreichen experimentellen 
Befunde iiber die biochemische Bildung von Methylglyoxal, die wir 
vor allem der Neuwbergschen Schule verdanken, und die Ubiquitaét der 
Ketonaldehydmutase und ihres Aktivators Glutathion stehen der 
Anerkennung der tiberwiegenden oder gar alleinigen Bedeutung dieses 
Abbauschemas im Wege. Newberg und Kobel (3) wiesen auch darauf hin, 
da iiberdies gewisse thermodynamische Bedenken gegen den Zucker- 
abbau iiber Triosen sprechen. Von wesentlichem Interesse ist, wie 
weit iiberhaupt die Fahigkeit, den von Embden und Meyerhof ent- 
worfenen Abbauweg zu beschreiten, den verschiedenen Zellarten 
gemeinsam ist. 

Der vollstandige Nachweis hierfiir ist bisher nur bei dem Muskel 
(Embden, Meyerhof) und der Hefe (Meyerhof und Kiessling) erbracht. 
Dariiber hinaus wurde die Teilphase der Umwandlung von Phosphoglycerin- 
siure in Brenztraubenséiure bei einigen Mikroorganismen gepriift |B. Del- 
briicki, Newberg und Kobel (4), B. coli, Cl. Antoniani (5), Torula galactosa 
und Thimoteebacillen, C. Cattaneo (6, 7)]; dabei ergab sich, daB das 
bei dieser Reaktion wirksame Enzym — die Phosphoglycerase — in 
den Bakterien enthalten ist. Barrenscheen und Beneschowsky (8) fanden 
hingegen bei verschiedenen tierischen Geweben keine (Blut, Gehirn, Niere) 
oder fast keine (Leber) Bildung von Brenztraubenséiure aus Phospho- 
glycerinséure; sie meinen, daB die Spaltung der Phosphoglycerinsaure 
eine Spezialleistung des Muskels ist und nehmen zu der Embden-Meyerhof- 
schen Theorie ablehnend Stellung. Die Versuchsbedingungen der Autoren 
legen den Verdacht nahe, daB ihre negativen Ergebnisse wenigstens zum 
Teil dadurch verursacht sein kénnten, daB kein hinreichender Zutritt des 
zugesetzten Substrats zu den Wirkungsorten des Enzyms gesichert war. 
Es ist aus zahlreichen Erfahrungen bekannt, daB die intakte Zelloberflache 
fiir Phosphorsaureester nicht durchlassig ist, und speziell in den Versuchen 
von Barrenscheen und Beneschowsky mit Blut war zu erwarten, daB die den 
intakten Blutzellen dargebotene Phosphoglycerinséiure gar nicht mit etwa 
in diesen enthaltener Phosphoglycerase in Beriihrung kommen konnte. 


Wir unternahmen es daher, die roten Blutkérperchen nochmals 
auf ihren Gehalt an Phosphoglycerase zu priifen. Unsere Versuche 








A. E. Braunstein: 


haben den Befund von Barrenscheen und Beneschowsky bestatigt, 
daB intakte Erythrocyten ohne Wirkung auf zugesetzte Phospho- 
glycerinsiure sind. In hamolysierten Erythrocyten konnte dagegen 
das Vorliegen von Phosphoglycerase leicht an der reichlichen Bildung 
von Brenztraubensiure aus Phosphoglycerat nachgewiesen werden. 

Werden die Erythrocyten nach der Vorschrift von Meyerhof (9) zur 
Abtrennung des glykolytischen Enzyms aus Erythrocyten bei — 1° hamo- 
lysiert, so erhalt man keine wesentlich gesteigerten Ausbeuten an Brenz- 
traubensaure; die Labilitaét des glykolytischen Systems ist also nicht durch 
Zerstérung der Phosphoglycerase bedingt. 


Das Ausbleiben einer Brenztraubensdiurebildung in Kontroll- 
himolysaten ohne Phosphoglycerat ist ein erneuter Beweis dafiir, 
daB die in den Hamolysaten reichlich vorhandene Diphosphoglycerin- 
siure (Greenwald, Jost) ein dem weiteren Abbau widerstehendes Stabili- 
sationsprodukt ist, das (unter unseren Versuchsbedingungen) auch 
durch partielle Dephosphorylierung nicht wieder in spaltungsfahige 
Phosphoglycerinsaure iibergefiihrt wird. 


Versuchsteil. 


Erythrocyten vom Kaninchen und der Taube wurden mit dem drei- 
fachen Volumen dest. Wassers haimolysiert und mit 1 Volumen m/10 bis 
m/40 Lésung von natiirlichem, optisch aktivem Na-Phosphoglycerat 
(hergestellt nach Neuberg und Kobel (10)| versetzt; die Kontrollansatze 
wurden mit NaCl-Lésungen entsprechender Molaritat aufgefiillt. Daneben 
wurden Versuchsansitze mit intakten Erythrocyten in isotonischer Lésung 
bei gleichen Verdiinnungen angestellt. Anfangsproben und Proben nach 
dreistiindigem Aufenthalt im Thermostaten wurden nach Newberg und 
Kobel mit Trichloressigséure enteiweiBt und mit 2, 4-Dinitrophenylhydrazin 
versetzt. Die Anfangsproben, die Kontrollproben ohne Substrat und die 
Ansatze mit intakten Erythrocyten blieben klar, im hamolysierten Haupt- 
ansatz bildete sich ein gelber Niederschlag, der sich restlos in Sodalésung 
aufléste und nach erneuter Fallung mit Salzsiure und einmaliger Umkristalli- 
sation aus Essigester als das Phenylhydrazon der Brenztraubenséure 
identifiziert werden konnte: sein Fp. lag bei 220°, in alkoholischer Lauge 
léste es sich mit dem gleichen roten Farbton wie reines Brenztraubensaure- 
hydrazon. Nachdem durch die Probe mit 2, 4-Dinitrophenylhydrazin die 
Abwesenheit stérender Carbonylverbindungen (z. B. Methylglyoxal, Acet- 
aldehyd) erwiesen war, wurde in den eiweiBfreien Filtraten die Brenztrauben- 
sdure quantitativ nach Clift und Cook (11) durch jodometrische Titration in 
Gegenwart von Bisulfit bestimmt. Die Resultate sind in Tabelle I zu- 
sammengestellt. 

Aus der Tabelle I ist zu ersehen, dai eine Neubildung von bisulfit- 
bindender Substanz in Kontrollproben und nicht hamolysierten Ansatzen 
ausbleibt. In Hamolysaten aus Taubenblut war die Brenztraubensaure- 
bildung viel intensiver als in Kaninchenhaémolysaten und erreichte in 
einem Versuch nach 31/, Stunden 75°, der theoretisch méglichen Menge 
(6,6 mg von 8,8 mg)?. 


1 Spatere Versuche, in denen die Brenztraubensiure nach der exakteren 
Methode von Neuberg-Case kolorimetrisch bestimmt wurde, ergaben ahnliche 
Resultate. 





Uber Phosphoglycerase in roten Blutkérperchen. 


Tabelle I. 
Bildung von Brenztraubensaure aus Phosphoglycerinsaure 
durch rote Blutkérperchen. 
Ansatze: Je lcem gewaschene Kaninchen- bzw. Taubenerythrocyten, 
verdiinnt auf ein Gesamtvolumen von 5ccm mit dest. Wasser bzw. mit 
Ringerlésung. Na-Phosphoglycerat in isotonischer Lésung zugesetzt. 





. Gebundenes Bisul- 
Na-phosphogly- 4... : 
Ver- ~ Miltiencl Zeit nach fit berechnet als 
such Ansatz goes Versuchs-  Brenztraubensiiure 
beginn mg pro Leem Ery- 
trocyten 


pro Leem Ery- 
* trocyten 
Nr. 7 


0,05 
0.05 
0.05 
0,75 


Kaninchen-Erythr. in Ringer 
Desgleichen 
Kaninchen-Erythr. hamolysiert 
Desgleichen 


to 8 8 


Kaninchen-Krythr. hamolysiert , 0 
Desgleichen 25 P 0,76 

0,78 

1,78 


” 
Tauben-Erythr. in Ringer : 3 0.04 
Tauben-Erythr. hamolysiert , 9 2,07 
Tauben-Erythr. hiamolysiert 0,05 

Desgleichen 4 1 1,41 

” ; 211, 4,29 

‘ 31, 6,60 

Nachtrag bei der Korrektur. Die negativen Befunde von Barrenscheen 
und Beneschovsky mit anderen tierischen Geweben diirften gleichfalls 
auf der Impermeabilitét der Gewebszellen fiir das Substrat der Phospho- 
glycerase beruhen. Mit Acetontrockenpulvern aus verschiedenen Organen 
und Geschwilsten (Leber von Tauben, Kaninchen und Fréschen, Kaninchen- 
niere, Rattensarkome) fanden wir stets ausgiebige Bildung von Brenz- 
traubensaéure aus Phosphoglycerinsiure. In einem Versuch bildete z. B. 
1g Froschleberpulver in 3 Stunden aus 0,1 Millimol Na-Phosphoglycerat 
iiber 90%, der theoretisch méglichen Menge Brenztraubensaure. 


Literatur. 


1) G. Embden, H. Deuticke u. G. Kraft, Klin. Wochenschr. 12, 213, 
1933. — 2) O. Meyerhof u. D. Mc Eachern, diese Zeitschr. 260, 444, 1933; 
O. Meyerhof u. W. Kiessling, Naturwiss. 21, 223, 1933; diese Zeitschr. 264, 
40, 1933; 267, 313, 1933. — 3) Neuberg u. Kobel, ebenda 269, 441, 1933. — 
4) Dieselben, ebenda 260, 241, 1933. 5) Cl. Antoniani, ebenda 267, 376, 
1933. — 6) C. Cattaneo, ebenda 267, 456, 1933. — 7) Derselbe, ebenda 270, 
382, 1934. — 8) H. K. Barrenscheen u. M. Beneschowsky, ebenda 265, 159, 
1933. — 9) O. Meyerhof, ebenda 246, 249, 1932. — 10) Neuberg u. Kobel, 
ebenda 263, 219, 1933. — 11) Clift u. Cook, Biochem. J. 26, 1788, 1932. 
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Uber das Vorkommen der Adenin-Nukleotide in den Geweben. 


I. Mitteilung: 


Das Vorkommen in der quergestreiften Muskulatur 
von Wirbeltieren und Wirbellosen. 


Von 
K. Lohmann und Ph. Schuster. 
(Aus dem Institut fiir Physiologie am Kaiser Wilhelm-Institut fiir medi- 
zinische Forschung, Heidelberg.) 


(Eingegangen am 26. Mai 1934.) 


Von Embden und Zimmermann! ist aus frischer Muskulatur eine 
Adenylsaure isoliert worden, die von Embden und Schmidt? als Muskel- 
Adenylsaure bezeichnet wurde. Demgegeniiber wurde gefunden, daB diese 
Muskel-Adenylsaure nicht als solche im Muskel vorhanden ist, sondern in 
einer héher phosphorylierten Verbindung vorliegt, und da die Muskel- 
Adenylsaure mindestens zur Hauptsache ein bei der Isolierung durch 
Behandlung mit Ca-Hydroxyd entstandenes Kunstprodukt ist®. Bei 
der Hydrolyse in schwach barytalkalischer Lésung wurde diese héher 
phosphorylierte Verbindung in’ 1 Mol Adenylséure und 1 Mol Pyro- 
phosphorséure gespalten und demzufolge als Adenylpyrophosphor- 
siure bezeichnet. Beim Erhitzen mit verdiinnten Saéuren (7 Minuten 
in n HCl bei 100°) wird die Pyrophosphatgruppe quantitativ in 2 Mol 
anorganische Phosphorsaure (,,leicht hydrolysierbares Phosphat‘‘) ge- 
spalten und gleichzeitig die Adenylsaure mit etwa derselben Geschwindig- 
keit in je 1 Mol Adenin und Pentosephosphorsaure *. Da der Gehalt 


an Adenin und leicht hydrolysierbarem Phosphat weitgehend wie 1: 2 


war, wurde angenommen, da das bei der Saurehydrolyse freiwerdende 
Adenin zum iiberwiegenden Teil, wenn nicht ausschlieBlich, im frischen 
Muskel als Adenylpyrophosphorsaure vorlage. Es erschien wiinschens- 
wert, diese Frage nach der quantitativen Seite noch mit einer weiteren 
Methode zu _ priifen. 

Diese Methode beruht nach dem Vorgang von Embden und Schmidt® 
darauf, daB von der nach Schmidt? hergestellten Muskel-Adenylsaure- 


1 Embden u. Zimmermann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 167, 114, 1927. — 


2 Embden u. Schmidt, ebenda 181, 130, 1929. — * Lohmann, Naturw. 17, 
624, 1929: diese Zeitschr. 233, 460, 1931. — 4 Lohmann, Naturw. 17. 
624, 1929; diese Zeitschr. 254, 394, 1932. 5 Lohmann, ebenda 233, 
462, 1931. — ® Embden u. Schmidt, Zeitschr. f. physiol. Chem. 186, 205, 


1930. — 7 Schmidt, ebenda 179, 259, 1928. 
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I. 25 


Vorkommen der Adenin-Nukleotide in Geweben. 


Desaminase Muskel-Adenylsiure desaminiert wird, dagegen nicht 
Adenylpyrophosphorsaéure!. Es gelingt so bei Verwendung eines ge- 
eigneten Fermentpraiparats 2 bis 3°, Adenylsiure neben Adenyl- 
pyrophosphorsaure nachzuweisen. Das Ergebnis der Untersuchung 
ist, daB in einem aus frischer Muskulatur hergestellten eiweibBfreien 
Auszug durch die Muskel-Adenylsiure-Desaminase kein NH, ab- 
gespalten wird: Der eiweiBfreie Muskelauszug enthalt also weniger 
als 2 bis 3°% der vorhandenen Adenylpyrophosphorséuremenge an 
Muskel-Adenylsaiure, wahrscheinlich tiberhaupt keine. 

Von Hahn? sowie Ostern® ist aus Kochsaft von frischer Muskulatur 
Muskel-Adenylséure als solche isoliert worden (das Verfahren von 
Ostern wird zur technischen Herstellung der Muskel-Adenylsaure ver- 
wendet). Auch diese Adenylsdure ist erst sekundar gebildet, da bei 
der Herstellung des Kochsafts das leicht hydrolysierbare Phosphat 
der Adenylpyrophosphorséure fermentativ mehr oder weniger stark 
als organisches Phosphat abgespalten wird, wobei freie Muskel-Adenyl- 
siure entsteht. 

Diese indirekte Methode des Nachweises von Muskel-Adenylsaure 
neben héher phosphorylierten Verbindungen durch spezifische Des- 
aminierung soll in systematischer Weise auch auf andere Gewebe 
ausgedehnt werden. Eine solche indirekte Methode ist notwendig, 
da fiir die Isolierung der Adenylséure kein spezifisches Fallungsmittel 
zur Verfiigung steht und eine quantitative Isolierung in Substanz 
nicht méglich ist. Die Methode ist zu erganzen durch die Untersuchung 
der bei der barytalkalischen Verseifung entstehenden Produkte. Aus 
der Adenylpyrophosphorsiure entsteht dabei, wie oben ausgefiihrt, 
neben Muskel-Adenylsiure noch Pyrophosphorsaure. Fiir den Nach- 
weis der letzteren in geringen Mengen eignet sich die spezifische De- 
phosphoryvlierung durch verdiinnten Leberextrakt, der von den bisher 
bekannten Phosphorsaéureverbindungen unter geeigneten Versuchs- 
bedingungen nur die anorganische Pyrophosphorsaure spaltet und dies 
auch nur in Gegenwart von Mg-Salzen‘. 


Methodik. 


Muskel - Adenylsdure - Desaminase: Die nach der Vorschrift von 
Schmidt (1. c.) hergestellte Desaminase-Lésung desaminiert Muskel-Adenyl- 
siure mit groBer Geschwindigkeit, in wechselndem MaBe aber oft auch 
Adenylpyrophosphorséure. Durch geringe Abénderung der Vorschrift 
gelingt die Darstellung eines Fermentpraparates, das Adenylpyrophosphor- 


1 Barrenscheen, diese Zeitschr. 250, 281, 1932; Lohmann, ebenda 254, 


381, 1932. — 2 Hahn, Fischbach u. Haarmann, Zeitschr. f. Biol. 91, 315, 
1931. — 8 Ostern, diese Zeitschr. 254, 65, 1932. — 4 Lohmann, ebenda 


262, 147, 1933. 
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saure nicht mehr desaminiert. In jedem Falle ist das Ferment auf sein 
vollige Unwirksamkeit gegeniiber einem reinen Praparat von Adeny! 
pyrophosphorséiure zu_priifen. 


100g helle Riickenmuskulatur eines Kaninchens durch eine klein 
Fleischmaschine treiben (Alexanderwerk, GréBe 5, Siebweite 2,5 mm), 
die Muskuwlatur sechs- bis achtmal mit je 500ccm_ eiskalter 0,9 °jiget 
NaCl-Lésung unter gelegentlichem Umriihren je ?/, Stunde stehen lassen, 
den Muskelriickstand itiber einem geharteten Filter absaugen (die beiden 
ersten Extraktionen werden zweckmiGig abzentrifugiert), nach dem 
letzten Auswaschen und Trockensaugen die Muskulatur mit 300 cem 
2°>igem Na-Bicarbonat 1 Stunde bei 25° ebenfalls unter gelegentlichem 
Umriihbren stehen lassen und die Fermentlésung zentrifugieren.  Loésung 
ohne Desinfiziens in Eis aufheben, wo sie 8 bis 10 Tage sehr gut wirksam 
bleibt. Fir die Versuchsansitze 15 cem dieses alkalischen Extraktes mit 
1,0cem n Essigsiure neutralisieren (eben lackmussauer) und pro Ver 
suchsansatz 2,0 cem Extrakt mit 1,0 bis 2,0cem Zusatzen verwenden. 
2,5mg Adenylsiure mit 1007 abspaltbarem NH,-N werden bei 20° in 
10 bis 20 Minuten vollstandig desaminiert. 


Der mit Bicarbonat extrahierte Muskelriickstand zeigt nach Neutrali 
sieren immer noch eine grofe desaminierende Wirksamkeit gegeniibe1 
Adenylsaéure; aber auch Adenylpyrophosphorséiure wird dephosphoryliert 
und desaminiert. 


NH,- Bestimmung nach Parnas'. Die Versuchsansitze mit N H,-freie: 
Trichloressigsaure enteiwei®Ben, den geringen EiweiBniederschlag abzentri 
fugieren und von der Lésung (ohne zu filtrieren) einen abgemessenen Teil 
zur NH,-Bestimmung entnehmen. 


P yrophosphorsdure-Phosphatase: Leber eines Kaninchens (glykogen- 
arm; zweckmaBig nach eintagigem Hungern) durch Latap7e-Miihle drehen, 
Brei mit dem doppelten Volumen destillierten Wassers intensiv  auf- 
schwemmen, zentrifugieren und kolieren. 50 ¢em Extrakt mit 5 eem !/,mo! 
Na-Acetat-Essigsaure-Puffer versetzen, den unwirksamen Niederschlag 


<charf abzentrifugieren und die Lésung mit 1 cem 5° igem Na-Bicarbonat 
neutralisieren. Nach 10 bis 20facher Verdiinnung mit destilliertem Wasser 
mit Phosphat puffern (py 7,4) und 1 bis 2ecem mit demselben Volumen 
an Zusitzen verwenden. 


Experimenteller Teil. 
1. Quergestreifte Skelettmuskulatur. 
Versuch 1. Desaminierung von Adenylsaure und Adenylpyro- 
phosphorsaure. 


Je 2,0cem neutralisierte Enzymlésung + 1,0cem Zusatze (2,0 mg 
Adenylsiure mit 80 NH,-N; Adenylpyrophosphorsiéiure mit 1,0 mg Ap. 

100 NH,-N).  EnteiweiBt mit 4,0cem 4° iger Trichloressigsaure. 
Incubationstemperatur 20°. 


Fiir Versuche a) und b) sind verschiedene Fermentlésungen verwendet. 


1 Parnas u. Heller, diese Zeitschr. 152, 1, 1924. 
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re, or + NHo-N + NH,-N 0’) des 
Versuchsansatz gefunden gebildet aminiert 


Desaminase -++ Adenylsaure sofort 
oe k 10 Min. 
‘ 90 


” y 


oP we 4 90 
Adenylpyro-Phs. 380 Min. LO 
126 , 11 
sofort - 10 
20 Min. 1) 


Ergebnis von Versuch 1. Im Gegensatz zu Adenylsiure wird 
Adenylpyrophosphorsdure nicht oder nur zu 1 bis 2°, desaminiert. 
Versuch 2. Desaminierung eines neutralisierten Trichloressig- 
saurefiltrats aus frischer Muskulatur. 


Je 2 Gastrocnemien unter guter Kiihlung mit 4 cem 4°,iger Trichlor- 
essigsiure enteiweiBt. Hiervon eine Lésung mit 0,5 mg Ap. (= 50» NH,-N) 
fiir jeden Ansatz verwendet (5 ccm  neutralisierter Trichloressigsaure- 
Extrakt + 5cem Fermentlésung mit leem 40° iger Trichloressigséiure 
enteiweiBt). 





7 NH,-N 
Versuchsansiatze 


gefunden _gebildet 


Desaminase + neutr. Trichl.-Extr. sofort. . ....... 38 

: ss . sg: AN Meese CR algal aha 38 0 
" » + Adenylsaure (mit 207 
De RRGAIW) BO NEMS 6) es ew ete ee eden 57 19 


a 


Ergebnis von Versuch 2. Aus einem neutralisierten Trichloressig- 
sdure-Extrakt von frischer Froschmuskulatur wird durch die Des- 
aminase kein NH, abgespalten, wahrend mit 20 » Adenylsaure-N H,-N 
19» NH,-N wiedergefunden wurden. In dem _ eiweibfreien Muskel- 
extrakt ist also keine freie Muskel-Adenylsaure nachweisbar. Die 
Desaminase wird durch Trichloressigsiure-Salz in maBigen Konzen- 
trationen nicht gehemmt, wie auch in besonderen Kontrollen mit reiner 
Adenylsiure nachgewiesen wurde. 


Versuch 3. Desaminierung eines aus dem Trichloressigsaure- 
Extrakt von frischer Muskulatur hergestellten Ba-Salzes. 


8 Paar Froschgastrocnemien mit 150 cem 4° ,iger Trichloressig- 
siure enteiweiBt. Aus der Lésung mit demselben Volumen Alkohol 
das Glykogen ausgefallt, dann neutralisiert, Ba-Acetat zugesetzt, noch- 
mals mit je 1 Vol. Alkohol und Aceton versetzt und Ba-Salze abzentri- 
fugiert. Fiir die Versuchsansaitze Ba-Salz in wenig HC! gelést, Ba-frei 
gemacht und neutralisiert. Verwendet eine Lésung mit 0,76 mg Ap. 


{= 716» NH,-N). 
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y NHo-N 
Versuchsansitze 
gefunden gebildet 


Desaminase + Praparat sofort... 6. 6 6 es 8 ~- 
+ ‘ 20 : ; Scent 8 0 


++ os 4. Adenylsiure-N H,- 20 Mia. 14 6 
+ is 18. ” 30 e 22 14 


” 


Krgebnis von Versuch 3. Wie in Versuch 2 wird auch aus einem 
frisch hergestellten Ba-Salz-Praparat, das alle saéureléslichen P-Ver- 
bindungen des Muskels enthalt, kein NH, abgespalten, wahrend zu 
gesetzte Adenylsdure desaminiert wird. 


Versuch 4. 

Versuchsansatz wie in Versuch 2; EnteiweiBung jedoch mit HCl-HgCl. 
nach Schenk (5 Paar Gastroenemien, 14,5 g, in fliissiger Luft gefroren, 
pulverisiert, mit 20cem n HCL und 20cem 5°%igem HgCl, enteiweiBt), 
Losung entquecksilbert, mit gewaschener Luft durchliiftet und neutralisisert. 
Verwendet eine Lésung mit 0,64 mg Ap. (= 647 NH,-N) 





y¥ NH2-N 
Versuchsansitze _ - 
gefunden gebildet 


Desaminase + neutr. Losung sofort 
+ , » 20 Min. : 
aa + Adenylsiure mit 16 y NH,- 
20° Min. ‘ 

+ Adenylpyro- Phs. mit t 72y NH, -N sofort 
+ s 5 tee s 20 Min. . 

Ergebnis von Versuch 4. Auch in einem nach Schenk enteiweiBten 
Muskelauszug ist keine freie Muskel-Adenylsaure nachweisbar. 


Versuch 5. Desaminierung von Kochsaft aus frischer Muskulatur. 

' Prdparat a). 50g Kaninchenmuskulatur mit 50cem 10° iger Tri 
chloressigsiure enteiweiBt, Lésung mit HgCl, versetzt, entquecksilbert, 
durchliiftet. Darstellung des Ba-Salzes wie in Versuch 3. 

Prdparat 6b). 50g Kaninchenmuskulatur in 100 cem kochendes Wasser 
geworfen, 1 Minute erhitzt; Muskelriickstand durch Gaze abgeprebt. 
Extrakt mit HgCl, und HCl enteiweiBt, Darstellung des Ba-Salzes wie 
oben. Ba-Priiparate nach Umsatz mit K,SO, verwendet. 





Versuchsansitze ‘ iecapeaat ees 
gefunden gebildet 


Desaminase + Praparat a) sofort. . 2... ... 4 
- ee 4 
” b) sofort. 
i. b) 15 Min. : 
e b) + 0,2 mg Adenylsiure 
mit 83 NH -N 15 Min. 
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Ergebnis von Versuch 5. Das aus Kochsaft hergestellte Praparat 6 
nthalt Adenylsaure. In gleichzeitigen Versuchen wurden reine 
neutrale Lésungen von Alkali-Adenylpyrophosphat nach 2 Minuten 
langem Erhitzen im Wasserbad nicht zu Adenylsdure hydrolysiert. 
rst nach 2 Stunden langem Erhitzen waren 40°, nach 15 Minuten 
anger Fermenteinwirkung desaminierbar. Die im Kochsaft vorhandene 
\denylsaure muB also fermentativ entstanden sein. 


2. Quergestreiite Wirbellosenmuskulatur. 


Die Scheren- und Schwanzmuskulatur des FluBkrebses enthalt 
wie die quergestreifte Skelettmuskulatur der Wirbeltiere Adenylpyro- 
phosphorsdure!. In Versuchen mit Hummermuskulatur wurde aus dem 
wie in den vorhergehenden Versuchen hergestellten Ba-Salz durch 
die Desaminase kein NH, abgespalten. Erhitzt man aber das Ba- 
Salz in schwach  barytalkalischer Lésung einige Minuten’ im 
Wasserbad (wie fiir die Darstellung der Adenylsaiure vorgeschrieben'), 
so wird die Adenylpyrophosphorsaure zu  Adenylsaure und Pyro- 
phosphorsaure verseift. Die Adenylsiure wurde durch die Desa- 
minase nachgewiesen (Versuch 6), die Pyrophosphorsaure durch 
Aufspaltung in verdiinntem Leberextrakt in Gegenwart von Mg 
(Versuch 7). 


Versuch 6. Desaminierung von Praparaten aus Hummer- 
muskulatur. 


Prdparat a).  Hummermuskulatur wurde unter guter Kiihlung in 
Trichloressigsaure zerdriickt. Darstellung des Ba-Salzes wie in Versuch 3. 

Prdparat b). Ein Teil des Praparates a) wurde in HNO, zur Auf- 
spaltung der Argininphosphorséiure iiber Nacht stehengelassen, dann zur 
Ausfallung der Nucleotide mit Hg(NO,), versetzt, Niederschlag mit H,S 
zersetzt und das Ba-Salz in der iiblichen Weise hergestellt. Ein Teil des 
trockenen Ba-Salzes wurde nach Lésen in verdiinnter HCI bei schwach 
barytalkalischer Reaktion einige Minuten im Wasserbad erhitzt und dann 
die mit Alkohol fallbaren Ba-Salze isoliert. 





y NH2-N 


Versuchsansiatze ' 
gefunden gebildet 


Desaminase + Praparat a) sofort 
a) 15 Min. 
a) 30 Min. Naw Ss 
a) + 0,8 mg Adenylsaure 
(mit 32 y NH -N) 15 Min. 
b) sofort i ee cranehtd 
b) 15 Min. 
b) 30 Min. 


IO IS bO 


! Lohmann, diese Zeitschr. 2338, 467, 1931. 
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Ergebnis von Versuch 6. Auch die aus Hummermuskulatur het 
gestellten Ba-Salze werden ebenso wie die aus Skelettmuskulatur g¢ 
wonnenen nicht desaminiert. Sie enthalten also keine freie Adeny!] 
siure. Bei der Hydrolyse in schwach barytalkalischer Lésung entsteht 
Adenylsaure. 


Versuch 7. Enzymatische P-Abspaltung durch verdiinnten Leber 
extrakt aus Ba-Praparaten von Hummermuskulatur, 
Priparate a) und b) hergestellt wie in Versuch 6.  Leberextrakt 

gemisch: 1,5cem Leberextrakt (mit Acetatpuffer gefallt) 8,0 cem de 


stilliertes Wasser + 2,0 cem MgCl, mit 2 mg Mg + 1,5 cem m/10 Phosphat 
puffer pu 7,4 10 cem 2,5 °%Giges Na-Bicarbonat; mit 5°%igem CO, in N 
durchleitet. Pro Versuchsansatz je 1,5 cem Extraktgemisch + 1,5 cem 


Zusitze. Inkubationstemperatur 20°. 





Leicht hydrolysierbares P.O; 


Versuchsansitze (in 7 Min. in In-H Cl aufspaltbar) 


mg gefunden mg gespalten © 9 gespalten 


Leberextrakt + Praparat a) sofort . . 1,24 — <= 
‘ a) 30 Min.. . 1,23 0,01 

+ 7 ae 1,22 0,02 2 

+ a b) sofort .. 1,16 -— _ 

+ - b) 30 Min.. . 0,18 0,98 85 

-+- a bPOe 6 a « 0,18 0,98 85 

+ Na-Pyrophosphat sofort 0.90 ws a 

30 Min. 0) 0,90 100 


Ergebnis von Versuch 7. Bei der barytalkalischen Verseifung ent- 
steht zu 85°, eine in verdiinntem Leberextrakt aufspaltbare P-Ver- 
bindung, die als anorganische Pyrophosphorséure anzusprechen ist. 
Das nichtverseifte Praiparat wird nicht enzymatisch aufgespalten 
Dasselbe Resultat wurde auch mit Praparaten aus Skelettmuskulatur 
erhalten, die entsprechend behandelt waren. 


Diskussion. 

Das Ergebnis dieser Versuche, daB in frischer Muskulatur keine 
freie Muskel-Adenylsiure vorhanden ist, steht in Gegensatz zu Be- 
funden von Embden und Schmidt!, die diese Methode im Prinzip 
zuerst angewandt haben. In den Versuchen dieser Autoren wurde ge- 
frorenes Muskelpulver in verdiinnte HCl zur Abtétung der Fermente 
gebracht, und nach Neutralisieren die Schmidtsche Muskel-Adenyl- 
siure-Desaminase zugegeben, wobei nach langerer Inkubation bei 38° 
NH, in derselben Menge gebildet wurde wie in nicht mit H Cl behandelten 
Muskelpraparaten. In derselben Versuchsanordnung, wobei die Des- 


1 Emhden u. Schmidt, Zeitschr. f. physiol. Chem. 186, 205, 1930, 
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iminase in der doppelten Menge, aber nur 60 Minuten bei 20° zur Ein- 
wirkung kam (zugesetzte Adenylsaure war dann immer aufgespalten), 
fanden auch wir eine Desaminierung bis zu 40°, des vorhandenen 
Adenylpyrophosphats. Gleichzeitig war aber eine entsprechende 
Menge Adenylpyrophosphat dephosphoryliert. In Kontrollversuchen 
mit in HCl abgetétetem Muskelpulver, das dann neutralisiert und ohne 
Zusatz der Desaminase inkubiert wurde, fand nur diese Dephosphory- 
lierung statt und keine Desaminierung. Das Ergebnis von Eimbden 
und Schmidt ist danach so zu erklaren, daB die Desaminase in der ver- 
dimnten Salzsdure abgetétet, die Adenylpyrophosphat-Phosphatase 
aber nur stark geschadigt war: durch die zugesetzte Muskel-Adeny]- 
siure-Desaminase wird dann die auf diese Weise gebildete Adenyl- 
siure desaminiert. Dies veranlabte uns, das Verhalten der sdureléslichen 
Muskelsubstanzen gegeniiber der Muskel-Adenylsaure-Desaminase nach 
Extraktion der Muskulatur mit Trichloressigsiure bzw. HCI-HgCl, zu 
untersuchen. 

Ferdmann' findet auf indirektem Wege (Bestimmung der Pentose 
als Furfurol und Vergleich mit dem leicht hydrolysierbaren Phosphat), 
daB in den eiweibfreien Extrakten von frischer Muskulatur in etwa der 
Halfte der Falle zum Teil freie anorganische Pyrophosphorsaure vor- 
liegt. Wir selbst konnten mit der oben angegebenen enzymatischen 
Methode in keinem Falle anorganische Pyrophosphorsaure nachweisen. 
Die friher? von dem einen von uns (L.) isolierte anorganische Pyro- 
phosphorsaure hat sich, wie schon ausgefiihrt ist®, ausschlieBlich als 
ein bei der Isolierung entstandenes Kunstprodukt erwiesen. 


Zusammenfassung. 

In der quergestreiften frischen Muskulatur von Wirbeltieren 
(Frosch, Kaninchen) und Wirbellosen (Hummer) ist nach EnteiweiBung 
der Muskulatur keine freie Muskel-Adenylsaure nachweisbar. Die 
Adeninnukleotide liegen praktisch ausschlieBlich in einer héher phos- 
phorylierten Verbindung als Adenylpyrophosphorsaure vor. 

Bei der Herstellung von Kochsaft wird die primar vorhandene 
Adenylpyrophosphorsaure teilweise in Adenylsdure aufgespalten, bei 
der barytalkalischen Verseifung der isolierten Verbindung in Adeny]- 
saiure und Pyrophosphorsdure. Die Adenylsaure wird durch spezifische 
enzymatische Desaminierung, die Pyrophosphorsaure durch spezifische 
enzymatische Dephosphorylierung nachgewiesen. 


1 Ferdmann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 216, 205, 1933. > Loh- 
mann, Naturw. 16, 298, 1928. % Lohmann, ebenda 17, 624, 1929. 














Die Einwirkung des Follikelhormons auf das Bliihen der Pflanzen 
Von 
Artturi I. Virtanen, Synnéve vy. Hausen und Saara Saastamoinen. 
(Aus dem Laboratorium der Stiftung fiir Chemische Forschung, Helsinki. 
(Eingegangen am 27. Mai 1954.) 


Mit | Abbildung im Text. 


Schoeller und Goebel! haben zuerst beim Rohpraparat und spate: 
beim kristallinischen Progynon eine das Bliihen einiger Pflanzen 
kraftig fordernde Wirkung beobachtet. Beim Rohpraparat wurd 
dies in bezug auf zahlreiche Pflanzen, vor allem Hyazinthen nach 
gewiesen, beim kristallinischen Progynon wurde eine Wirkung auf 


Calla festgestellt. Die Beobachtung NSchoellers und Goebels erweckt 
sowohl theoretisch als auch praktisch das gréBte Interesse. Da wit 


in den letzten Jahren die Einwirkung von Hefeextrakten (Wasser 
und Atherextrakte) auf das Wachstum und Blithen der Pflanzen 
untersucht und eine stimulative Wirkung tatsachlich beobachtet 
haben®?, haben wir der Beobachtung Schoellers und Mitarbeiter besonder: 
Aufmerksamkeit gewidmet. Auf Grund der Beobachtung Schoellers 
wire es namlich méglich, ja sogar wahrscheinlich, daB die Wirkung 
des Hefeextraktes von dessen Progynongehalt herriihre. Nach Dohrn 
und Fauren® sind bekanntlich in der Hefe brunsterregende Stoffe 
enthalten, wahrscheinlich das Follikelhormon selbst oder — dessen 
Derivate. 

Unsere zahlreichen Versuche sowohl mit rohem als mit reinem 
Progynon sind unter Verwendung von Hyazinthen und Erbsen als 
Versuchsobjekte ausgefiihrt. Leider haben diese Versuche zu_vollig 
negativen Ergebnissen beziiglich der férdernden Wirkung des Pro- 
gynons auf das Bliihen dieser Pflanzen gefiihrt, wie wir in einer vor 
laufigen Mitteilung bereits kurz angefiihrt haben*. Mit Hinsicht aut 
die Wichtigkeit des Gegenstandes halten wir es aber fiir unsere Pflicht, 
die angewandte Methodik und die Versuchsergebnisse kurz mitzuteilen 
Prof. Schoeller, der uns freundlicherweise sowohl Rohpraparate wi 
auch reines Progynon zur Verfiigung gestellt hat, teilt uns mit, dali 
seine fortgesetzten Versuche mit Progynon zu_ positiven Ergebnisse: 
gefiihrt haben. Wovon dieser Unterschied in Schoellers und unseren 
Versuchen herriihrt, ist uns unbegreiflich, denn wir waren bemiiht 


1 Diese Zeitschr. 240, 1, 1931: 251, 223, 1932. 2 Virtanen u. S. 
Hausen, Nature 132, 408, 1933; 133, 383, 1934. 3 Med. Klin. 1926 


Nr. 37,8. 1447. 4 Virtanen u. S.v. Hausen, Nature 1382, 408, 1933. 
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ie Versuchsverhaltnisse denjenigen von Schoeller und Goebel uns mit- 
eteilten véllig gleich zu gestalten. Mit der Méglichkeit einer Ungleich- 
eit der Versuchsverhaltnisse ist natirlich trotzdem zu rechnen. 


Die Versuche, 


In dem im Herbst 1933 mit der Hyazinthe ausgefiihrten Versuch 
yurden die von Prof. Schoeller in seinem Brief mitgeteilten Versuchs- 
verhaltnisse, u. a. hinsichtlich der Temperatur, méglichst genau 
befolgt. AuBerdem war die zu diesem Versuch verwendete Hyazinthen- 
art dieselbe, die Schoeller und Goebel in ihren Versuchen angewandt 
hatten. Wir berichten deshalb zuerst tiber diese Versuchsreihe : 


Der Versuch wurde am 27. November 1933 begonnen. 10 Hyazinthen- 
zwiebeln (La Grandesse) wurden in Glaser mit reinem Leitungswasser 
gvelegt. Weitere 10 Zwiebeln erhielten in Leitungswasser 200 M.-E. Pro- 
gynon (Rohpraparat, enthaltend nach Schoeller 100 M.-E. pro | eem) pro 
Glas und Zwiebel. Das Wasser wurde wahrend des Versuchs allwéchentlich 
einmal erneuert und dem neuen Wasser jedesmal 200 M.-E. Progynon 
zugesetzt. Zu Beginn des Versuchs wurden die Glaser in vélliges Dunkel 
gestellt und die Temperatur bei 10 bis 12°C gehalten. Nach einer Woche 
kamen die ersten Wurzeln zum Vorschein. Am 11. Januar 1934 wurden 
siimtliche Hyazinthen dem Tageslicht ausgesetzt. Bei den meisten war zu 
dieser Zeit die Bliitenstandknospe bereits sichtbar. Die ‘Temperatur 
schwankte von nun an zwischen 12 und 16°C und stieg an sonnigen Tagen 
bis auf 18°C. Der Beginn des Bliihens wurde vom Tage des Aufschlagens 
des ersten Glé6ckchens an gerechnet. 


Das Bliihen begann folgendermaen (Tabelle I): 


Tabelle I. 





Hvyazinthen mit Progynon Hyazinthen ohne Progynon 
. Lar . . 


- 
S 
_ 

— 


. 1934 begannen 1 Steck. zu bliihen 8. IT. 1934 begannen 2Stck.zu blihen 
IT. 1934 an oe v 9, Il. 1934 = ) i oa ~ 
II. 1934 = ao e 11. Il. 1934 n 1 

. 1934 “ “i ‘es 16. II. 1934 ‘6 ae a 
Il. 1934 ‘ ; Kine der Hyazinthen ohne Progynon 
II. 1934 ~ a s e starb am Anfang des Versuchs. 


1934 . 
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Die Photographie (Abb. 1) wurde am 13. Februar 1934 auf- 
genommen. 

Bei Beriicksichtigung individueller Unterschiede zwischen den 
Hyazinthen zeigt die Versuchsreihe keine Einwirkung des Progynon- 
rohpraparats auf das Bliihen der Hyazinthen. 

Im Herbst 1932 fiihrten wir Versuche sowohl mit rohem als mit kri- 
stallinischem Progynon aus. Unsere Versuchsmethodik war dabei in der 
Hauptsache dieselbe, wie in dem vorhin beschriebenen Versuch, nur mit 
dem Unterschied, daB zwei andere Sorten verwendet wurden. Die Zwiebeln 


Biochemische Zeitschrift Band 272. 3 














34 A. |. Virtanen, S. v. Hausen u. S. Saastamoimen: 


wurden antangs teils in feuchtem Sand, teils in Wasser gehalten. In beider 
Fallen wurden jedem Glas allwéchentlich 200 M.-E. Rohprogynon bzw 
0,02 mg kristallisiertes Praparat beigegeben. Wir legen hier die Ergebnisse 





Die Hyazinthen mit Progynon. Rechts: Die Hyazinthen ohne Progynon. 


Links: 


unserer Versuchsreihen vor, der einen mit Rohprogynon, der anderen mit 


kristallinischem Progynon: 





Versuchsreihe mit Rohprogynon Versuchsreihe mit kristallinischem Progynon 


Bismarck-Hyazinthe L'Innocense-Hyazinthe 


Zwiebeln am 7. X. 1932 ins Wasser Zwiebeln am 21. XI. 1932 in den feuch- 


gelegt. ten Sand geptlanzt. 
Am 15. XII. begannen zwei Kontroll- Am 23.1. begannen zwei Kontrollhya- 
hyazinthen zu bliihen. zinthen und zwei Progynonhyazinthen 
In den folgenden Tagen begannen so- zu bliihen. 
wohl die Kontrollhyazinthen wie auch In den folgenden Tagen begannen die 
die Progynonhyazinthen durchein- iibrigen Versuchsptlanzen, sowohl die 
ander zu bliihen. Kontroll- als auch die lrogynon- 
Am 24. XII. waren alle Hyazinthen in hyazinthen ohne Unterschied durch- 
voller Blite. einander zu bliihen. 


Am 1.1L. bliihten simtliehe PHanzen. 


AuBer bei Hyazinthen haben wir auch bei Erbsen in Quarzsand- 
kulturen die Einwikung des Progynons untersucht. 


Die VersuchsgefaBe waren Tépfe aus gebranntem Ton mit einem Durch- 


messer von l0em, die auf groBe Becher gestellt wurden. Jeder Topt 
enthielt 6 Erbsenpftlanzen. Die Zusammensetzung der zur Bewiéisserung 


des Sandes angewandte Néhrlésung war folgende: 


g pro 20 Liter 


be ,, 20 


Magnesiumsulfat 


tbo 


l 
Ralnenoniond. .. +. «as « > Ag 
Kalitumphosphat L4e¢ ,, 20 
Ammontmnitrat. « . «+ ..<«. .» Ge ,, 20 

Kisenchlorid. . . . . L Tropfen 5° oiger Loésung. 
Das py des Sandes wurde bei 6,5 gehalten. Jedem Topf wurden allwéchent- 
lich 300 M.-E. kristallinisches Progynon (0,03 mg) beigegeben. | Unsere 


Versuchsreihen gaben folgende Ergebnisse : 
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Versuchsreihe 1. 
}Topfemit Kontrollpflanzen und 3 Tépfe mit Progynonpflanzen, 
Aussaat 8. Oktober 1932, Ernte 7. Dezember 1932. 








Tag Ptlanzen mit Progynon Kontrollpftlanzen 
2. wel: 1 Knospe 
ae, 9 3 Knospen 1 Knospe 
4. XL. 9 Bliten 7 Bliten 
5. XI. 2 Schoten 2 Schoten 
ibe Dee. 5 e 4 
9, XI. 0) a 8 a 
Gemeinsamer [rnteertrag samtlicher Gemeinsamer Ernteertrag  siimtlicher 
drei Topfe: 7,75 g Trockensubstanz. drei ‘Tépfe: 6,75 g Trockensubstanz. 
Versuchsreihe 2. 
3Tépfe mit Progynonpflanzen. 
Aussaat 27. Oktober 1982, Ernte 27. Dezember 19382. 
Tag Ptlanzen mit Progynon Kontrollpflanzen 
22. XI. 2 Knospen 5 Knospen 
25. XI. 7 Schoten 9 Schoten 
26. XI. 12 15 
Gemeinsamer Ernteertrag simtlicher Gemeinsamer Ernteertrag samtlicher 
drei Topfe: 10,45 ¢ Trockensubstanz. drei ‘Topfe: 11,21 g Trockensubstanz. 


Bei der Erbse hat das Bhihen praktisch gleichzeitig bei den Pro- 
gynonpflanzen und den Kontrollpflanzen begonnen. In der Versuchs- 
reihe 1 ist der Ertrag an Trockensubstanz bei denjenigen Pflanzen, 
die Progynon erhalten hatten, ein wenig gréBer gewesen als bei den 
Kontrollpflanzen, in der Versuchsreihe 2. war es gerade umgekehrt. 
Das Hauptaugenmerk bei unseren Versuchen wurde auf die Bildung 
der Bliten und der Schoten gerichtet. 


Zusammenfassung. 

Eine das Bliihen beférdernde Wirkung des Progynons ist weder bei 
Hyazinthen noch bei Erbsen wahrgenommen worden. Die kraftige 
Kinwirkung des Hefeextraktes auf das Bliihen der Erbse kann daher 
nicht von Progynon herrihren, 

Nachtrag. bei der Korrektur. Auch v. Euler erwaihnt  jingst 
(H. 223, 189, 1934: u. z. 8.191), daB er zusammen mit Burstrém die 
Befunde von Schoeller nicht hat bestatigen kénnen, 

















Uber ein physiologisch wirksames Phosphatid. 
(Vorlaufige Mitteilung.) 
Von 
L. Utkin und R. Topstein. 
(Aus dem Biochemischen Laboratorium des Staatlichen Chemo-pharma- 
zeutischen Forschungsinstitutes in Moskau.) 


(Eingegangen am 12. Juni 1954.) 
Mit | Abbildung im Text. 


Im Jahre 1930 hat der eine von uns (U.) durch Saurehydrolyse 
des Phosphatidgemisches aus Nebennieren einen Stoff erhalten, welcher 
augenscheinlich auch ein Phosphatid war und eine ausgepragte physio- 
logische Wirkung aufwies: Als wasserige Emulsion einer Katze intra- 
venés eingefihrt (etwa 2mg Substanz pro Kilo Kérpergewicht) rief 
dieser Stoff dauernde Blutdrucksenkung hervor, die von Atmungs- 
stérung begleitet war. GréBere Dosen fiihrten manchmal zum Tode 
des Tieres. An einem Kaninchen gepriift, erwies sich dieser Stoff als 
viel weniger giftig: es muBte eine fiinfmal gréBere Dosis angewandt 
werden, um eine merkbare’ Blutdruckerniedrigung  hervorzurufen. 
Auger dieser Wirkung konnte auch eine Stimulierung rhythmischer 
Kontraktionen des isolierten Darmes beobachtet werden: der Versuch 
wurde am Kaninchendarm, der sich in Thyrodelésung befand, an- 
gestellt. Somit war die Wirkung jener des Cholins sehr ahnlich, doch 
konnte sie nicht durch eventuelle Beimengung des letzteren erklart 
werden, weil die Substanz nur in organischen L6sungsmitteln (Benzol, 
Ather) unter Bildung einer echten Lésung léslich und daraus mittels 
Aceton ausfallbar war, und auch besonders darum, weil die vorlaufige 
Atropinisierung des Tieres nicht imstande war, die blutdrucksenkende 
Wirkung der zu besprechenden Substanz zu_beseitigen. 

Das Studium dieses Stoffes wurde von uns im vorigen Jahre 
wieder aufgenommen. Die erste Aufgabe war die Lésung der Frage, 
aus welcher Fraktion des Gemisches der Stoff gebildet wird.  Dazu 
haben wir eine gréBere Quantitaét von Nebennierenphosphatiden dar- 
gestellt und das Gemisch in zwei Fraktionen — Lecithin- und Kephalin- 
fraktion im allgemeinen nach der Methode von Erlandsen! zerlegt. 
Beide Fraktionen wurden dann der Hydrolyse unterworfen und die 
Resultate lehrten, daB die blutdrucksenkende Substanz aus beiden 
erhalten werden konnte. AuBerdem haben wir den EinfluB der Ver- 
suchsbedingungen auf die Ausbeuten des zu untersuchenden Stoffes 
studiert ; die besten Resultate wurden durch die Hydrolyse mit kochender 
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ethyvlalkoholischer Salzséure erhalten, doch waren die Ausbeuten immer 
hr gering. 

Die Darstellung der Substanz wird folgenderweise durcehgefiilrt : 
ne abgewogene Menge des Phosphatids wird mit der 25fachen Quantitat 
ethvlalkoholischer Salzsiure (1 Vol. HCl, spez. Gew. 1,19, auf 10 Vol. 
HOH) iibergossen und unter RiickfluB 20 Minuten lang bis zum Sieden 
n Wasserbade erhitzt. Dann wird die Lésung in 3 Vol. Wasser eingegossen 
id das Gemisch in einem Scheidetrichter mit Ather erschoptend extrahiert. 
ver Atherextrakt wird mit Na, SO, gvetrocknet, der Ather zum = gréBten 
Feil auf dem Wasserbade verjagt, die zuriickbleibende —konzentrierte 

Losung wieder mit Natriumsulfat getrocknet, filtriert und mit 4 Vol. 
\ceton versetzt. Dabei wird ein Niederschlag gebildet, welcher aus feinen, 
nicht zusammenballenden Flocken besteht und rasch absitzt. Der Nieder- 
chlag kann nicht abfiltriert werden, wird aber durch Zentrifugieren von 
der Lésung bequem abgetrennt und mehrmals mit Aceton gewaschen. 
Nach dem Trocknen im Vakuumexsikkator stellt die Substanz eine weibe 
kompakte Masse dar, die beim Durchkneten mit dem Glasstab ein fettiges 
Pulver ergibt. Bet ungeniigend langer Dauer der Hydrolyse erhalt man 
die Substanz mit etwas unhydrolysiertem Lecithin verunreinigt. In diesem 
Falle erscheint die Substanz klebrig und hygroskopisch und kann von 
den Beimengungen dureh nachtragliche vorsichtige Hydrolyse oder durch 
mehrmaliges Umfallen mittels Aceton aus Benzollésung befreit werden. 

Die Substanz ist in Benzol sehr leicht, in Ather und Alkohol ziemlich 
schwer léslich. Beim Verreiben mit Wasser quellen die Partikeln unter 
Bildung einer Emulsion, die recht bestandig ist und nur nach mehrtagigem 
Stehen eimen geringen Bodensatz abscheidet. Beim Erhitzen schmiulzt 
die Substanz unter Zersetzung. 

Werden die Phosphatide zu lange hydrolysiert, so wird beim Versetzen 
des Atherextraktes mit Aceton iiberhaupt kein Niedersehlag gebildet, 
was darauf hinweist, daB die zu besprechende Substanz auch hydrolysiert 
wird. Daraus folgt, dai sie gegeniiber der hydrolytischen Einwirkung 
von Saure etwas bestandiger ist als die anderen Bestandteile des Phos- 
phatidgemisches, und da die Ausbeuten unseres Verfahrens von der 
Differenz der Hydrolysengeschwindigkeit der zu untersuchenden Substanz 
und der der anderen Phosphatide abhiangen. 

Dab die Substanz praformiert im Phosphatidgemisch enthalten 
ist und kein kiinstliches Produkt der Bearbeitung darstellt, wird einer- 
seits dadurch bewiesen, da dieselbe Substanz aus Kierlecithin (Werck- 
sches Préparat) durch Hydrolyse erhalten werden kann, anderer- 
seits, dab dieses Lecithinpraparat, aber in zehnfach hoéherer Konzen- 
tration im Vergleich zu der zu besprechenden Substanz angewandt, 
eine schwache, aber deutliche Blutdrucksenkung hervorruft. Nachdem 
wir somit festgestellt hatten, daB das uns interessierende Phosphatid 
im Kierlecithin vorkommt, haben wir mehrere Versuche damit durch- 
vefiihrt, um eine gréBere Quantitat dieses Stoffes darzustellen und seine 
Natur zu studieren. Auch im Falle des Eierlecithins waren die Aus- 
beuten immer gering, so daB unsere Analysen auf die Bestimmungen 
des Stickstoff- und Phosphorgehalts und = des Schmelzpunktes  ¢in- 
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geschrankt wurden. Aus den analytischen Angaben wurde das Ve 
haltnis N:P berechnet, welches zur Charakterisierung der Phophatid 
angewandt wid und auBerdem zur Kontrolle des Reinigungsverfahre: 
dienen kann. 

Zuerst werden vier Versuche mit Nebennierenphosphatiden be 


schrieben. 


Versuch 1. ISg Phosphatidgemisch wurden mit 450 cem = methy 
alkoholischer Salzsiure, wie oben angegeben, hydrolysiert. Ausbeute 0,4 ¢ 
einmal aus Benzol umgefallt, stellt das Produkt ein gelblich-weiBes Pulve 
dar. Die Analyse ergab folgende Werte: a) N-Bestimmung nach Kjeldah 
0.1228 g verbrauchten 4,2 cem 0,05 n H,SO,, was 2,94 mg oder 2,39°, N 
entspricht; b) 0,0986 ¢ wurden mit Schwefel- und Salpetersaure oxydiert und 
der Phosphor nach Lorentz gravimetrisch als Ammoniumphosphomolybda 
bestimmt; dieses wog 0,328 g, was 4,86 mg oder 4,93°, P  entspricht 
fal eg 108: 1. An einer Katze gepriift zeigte die Substanz blutdruck 
senkende Wirkung. 

Versuch 2. 8g Phosphatidgemisch. Ausbeute 0,3 .g. Enthalt 2,79°, N 
und 273° 7. Ne? 2.3:1.  Wirkt scharf blutdrucksenkend. 

Versuch 3. 12 g¢ Lecithin aus Nebennieren dargestellt und vom Kephatlin 
nach dem Verfahren von Erlandsen befreit. Ausbeute 0,2. g. Die Analyse 
ergab: 2,369 N und 3,84% P. N:P 1,36: 1. 

Versuch 4. 23.5 g Kephalintraktion aus Nebennieren. Ausbeute 
0,35 ¢ Substanz, welche 2,18°, N und 3,34, P enthalt. N:P 1,44: 1. 


Die angefiihrten analytischen Angaben zeigen deutlich, daB dic 


erhaltenen Substanzen nicht einheitlich sind.  Besonders klar’ tritt 
das hervor, wenn die Resultate der Versuche 1 und 2, die an dem- 
selben Material und nach demselben Verfahren durchgefiihrt wuiden 
miteinander verglichen werden. 

Man konnte vermuten, daB die Substanz ein Gemisch von mehreren 
Stoffen darstellt und daB sie durch eine entsprechende Bearbeitung 
in‘diese zerlegt werden kann. Diese Vermutung wurde an dem Produkt. 


das aus Kierlecithin dargestellt worden war, nachgeprift. 


Wir haben auch ein russisches Praparat (Ovolecithin) verwendet, 
das wir in Portionen von je 30g der Hydrolyse unterwarfen, um gleich 
zeitig die Reproduzierbarkeit der Resultate kennenzulernen. Die Re 
sultate sind in der Tabelle zusammengestellt. Trotz der vollkommener 
Gleichartigkeit der Versuchsanordnung zeigt die Zusammensetzung des 
Produktes deutliche Schwankungen, wodurech = seine Uneinheitlichkeit 
bestatigt wird. 

Weiter haben wir die im Versuch 6 dargestellte Substanz aus Benzol 
l6sung mittels Aceton zweimal umgefallt, um zu priifen, ob diese Operation 
imstande sei, die Zusammensetzung der Substanz zu verandern, natiirlic! 
auf Kosten der Abtrennung starker léslicher Bestandteile. Die erste Un 
fallung ergab ein Produkt, welches 3,26°, N und 4,40°, P= enthielt 
N:P 1,64: 1; Fp. 275 bis 277°. Im Vergleich zu dem Ausgangs 
material ist hier der Stickstoffgehalt héher, der P-Gehalt niedriger. De 
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Ausbeute N p. Be 


merkungen 


f Lecithin Merck. . ; - blutdruck- 
senkende 
Wirkung 
)g¢ russisches Lecithin; 
das Produkt einmal 
aus Benzol umgefallt 
3 Portionen zu je 30g 
desselben Materials; 
das Produkt (ver- 
einigt) einmal aus 
Benzol umgefallt . . e. 2.97 448 1,.47:1 156—157 
30g desselben . . . . 3, 2,97 3,98 1,65: 1 | 252—262 


Schmelzpunkt wurde erhéht. Das Produkt wurde aus Benzol nochmals 
umgefallt; es enthielt jetzt 3.34°, N und 4,38°, P; N:P 1.69: 1; 
Ip. 247 bis 250°. Man sieht, dai durch die zweite Umfallung nur eine 
geringe Veranderung der Zusammensetzung erreicht wurde. Merk- 
wirdigerweise fand hier eine Erniedrigung des Schmelzpunktes  statt. 
Die Substanz wurde an einer Katze gepriift und wies blutdrucksenkende 
Wirkung auf. Die weitere Anwendung derselben Operation schien uns 
erfolglos) zu sein und wir haben daher ein anderes Verfahren gepriift, 
welches von Levene (2) in seinen Untersuchungen iiber Phosphatide an- 
gewandt worden ist. 


Versuch 9. O,7 @ Substanz (von dem Versuch 8) wurden in Eisessig 
gelost, vom unl6éslhichen weiBen Anteil (etwa 0,02 ¢) abfiltmert und die 
Losung in 5 Vol. 96°;igen Alkohols eingegossen. Dabei wurde ein gelber, 
pulveriger Niederschlag gebildet, dessen Menge nach der Abtrennung 
durch Zentrifugieren 0,03 g betrug und der physiologisch unwirksam war. 
Die Alkohol-Essigsiurel6sung wurde im Vakuum bei 35° zur Trockne ver- 
dampft, der Riickstand in Benzol aufgenommen und mit Aceton gefallt. 
Ausbeute 0,5 g. Die Analyse ergab: 3,02°, N und 4.58 °, P: N:P 1.46: 1. 
Ip. 247 bis 250°. Die Substanz besafj scharf ausgepragte blutdruck- 
senkende Wirkung. Diese Bearbeitung schien den P-Gehalt etwas zu er 
hihen und erwies sich im allgemeinen als erfolglos. 


Schon in fritheren Versuchen haben wir gefunden, da die Alkohol- 
losung der Substanz beim Versetzen mit Bleiacetat eine Fallung gibt. 
Wir haben diese Eigenschaft ausgenutzt, um eine Trennung der Sub- 


stanz in zwei Fraktionen zu erreichen. In der Tat konnte durch Blei- 


acetat ein phosphorreicherer Teil ausgefallt werden. Die nach der Ent- 


fernung des Niederschlags zurtickgebliebene Lésung enthielt den wirk- 
samen Stoff, aber seine Menge war fiir die Analyse unzureichend und 
die Anwesenheit konnte nur durch einen Tierversuch  festgestellt 
werden. Es sei bemerkt, daB nach der Entfernung des bleifallbaren 
Teiles die Eigenschatten des zunickgebliebenen Gemisches — ver- 
andert werden, und zwar wird das Gemisch zum gréBten Teil un- 


loslich in’ Benzol. 
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Versuch 10. 0.6 ¢ Substanz wurden in wenig Benzol gelést, die Losi 
mit Alkohol versetzt und dann eine gesattigte alkobolische Bleiaceta 
losung hinzugefiigt. Der entstandene Niederschlag wurde abzentrifugiet 
mit Alkohol gewaschen und im Vakuum tiber Schwefelséiure getroekne 
Die Ausbeute an dem gelben Pulver der Bleiverbindung war 0.32. D 
Analyse ergab: 0,63°, N, 3.16°, P und 45,7°, Pb (nach dem Verasche 
mit H,SO, und HNO, als Sulfat gewogen); N:P 044: 1. Dureh Un 
rechnung auf bleifreie Substanz erhalt man 1,16°,, N und 5,82°, P.. D 
vom Bleiniederschlag abgetrennte L6sung wurde zwecks Entfernung ce 


Bleies mit 20° ,iger alkoholischer HCl-Lésung vorsichtig versetzt, da 
Bleichlorid abzentrifugiert und die Lésung unter vermindertem Dru 

bis zur Trockne verdampft. Der Riickstand wurde mit Benzol unter Un 
riihren ausgezogen. Nach dem Versetzen der Benzoll6sung mit Acet: 

bildete sich ein sehr geringer weiBer, flockiger Niederschlag, der at 
zentrifugiert, getrocknet und mit 5 cem Wasser angerieben wurde. 1 cer 
der entstandenen Emulsion wurde einer Katze intravenés eingefiihrt und 
rief deutliche Blatdrueksenkung hervor, die mit Atmungshemmung vei 
bunden war, wie Abb. 1 zeigt. 


Abb. 1. 


Der benzolunlésliche Anteil wurde in heiBem Alkohol gelést und die 
Lésung filtriert: nach dem Abkiihlen schieden sich farblose Blattchen al. 
die 0,03 g wogen und sich physiologisch unwirksam erwiesen. 

Der Versuch lehrt, daB die wirtksame Substanz mit Bleiacetat 
keine unlésliche Verbindung bildet: die durch Bleiacetat abgetrennte 
phosphorreichere Substanz wurde nach dem Zerlegen mit HCl aut 


ihre physiologische Wirkung gepriift und unwirksam — befunden 


andererseits konnte sie im freien Zustand aus Benzollésung mitte!s 
Aceton nicht ausgefallt werden: diese Tatsache weist darauf hin, dali 
die Eigenschaften einzelner Bestandteile in dem Gemisch stark ver 
andert werden, was beim Studium der Phosphatide nicht selten beoh 
achtet worden ist. 

Die Arbeit wurde aus aéuBeren Griinden abgebrochen und soll spater 
bis zur Klarung der Natur des beschriebenen Stoffes fortgefiihrt werden, 

Den Herren Dr. K. Ssargin und Dr. J. Nolle am = hiesigen Institut 
sprechen wir fiir ihre freundlichen Bemiihungen bei der physiologisch« 
Priifung der Praparate unseren verbindlichsten Dank aus. 








Uber ein physiologisch wirksames Phosphatid. 


Zusammenfassung. 

1. Die Phosphatidfraktion der Nebennierenlipoide sowie das 
Lecithin aus Eigelb enthalten = ein Phosphatid, welches  blutdruck 
enkende Wirkung besitzt. 

Dieser Stoff ist gegeniiber der hydrolytischen EKinwirkung 
von Saure besténdiger als andere Bestandteile der oben erwahnten 
Materialien, und er kann so vom gréBten Teil der Begleitstoffe aby 
trennt werden. 

3. Nach seiner physiologischen Wirkung ist der Stoff dem Cholin 


ihnlich, darf aber nicht mit ihm verwechselt werden. 


Literatur. 


1) Erlandsen, Zeitschr. f. phys. Chem. 51, 71, 1907. 
ind J, P. Rolf, J. of biol. chem. 46, 357, 1921 


Nachtrag bei der Korrektur. Nachdem unsere Abhandlung schon 
an die Redaktion abgesandt worden war, ist uns die Arbeit von Marjori. 
de Nito und Aurisicchio (diese Zeitschr. 270, 219, 1934) bekannt ge- 
worden. Das von diesen Autoren beschriebene Lymphdriisenhormon 
scheint mit unserer Substanz nicht identisch zu sein, obwohl beide Stoffe 

ihrer physiologischen Wirkung nach einander sehr ahnlich sind 


Wir sind geneigt, unseren Stoff wegen seiner Phosphatidnatur, als 
Muttersubstanz des von den erwahnten Autoren beschriebenen im Or 


yanismus zu betrachten. 
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Versuche zur Reinigung yon Carboxylase. 


Von 
Otto von Schoenebeck. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem 


(Eingegangen am 12. Juni 1954.) 


Fur die Hydrolasen jeglicher Art sind Methoden der Reinigung 
oder Anreicherung beschrieben worden, die auf Verwendung vor 
Adsorption und Elution, gegebenenfalls nach vorangegangener partielle: 
EnteiweiBung, beruhen. Fir die desmolytischen Enzyme ist aut 
analogem Wege bisher kein allgemeiner Erfolg erzielt worden, jedoc! 
hat A. Meyer (1) diese Prinzipien zu einer Reinigung des milchsaéure 
bildenden Enzyms der Muskeln benutzen kénnen. Von den Agenzien 
die KohlenstoffkettenzerreiBung bewirken, ist die Carboxylase das 
einfachste Ferment. Deshalb habe ich, um eines der an glykolytischen 
Prozessen zweifellos beteiligten Enzyme nach dieser Richtung hin zu 
erforschen, einschlagige Versuche zunaéchst mit der Carboxylase vor 
genommen. Uber die Carboxylase weiB man durch die Untersuchungen 
Neubergs (2, 3, 4, 5, 7, 11, 12, 18) folgendes: Sie kommt nicht allein 
als Teilenzym (2) der Zymase, sondern nach neueren Erfahrungen auch 
als selbstandige Desmolase vor (3). Im ersten Falle ist sie wenig- 
stens in Form von ungereinigten Trockenpraparaten der Gesamt 
zymase recht bestandig; das geht bereits aus alten Feststellungen hervor 
die Neuberg vor 20 Jahren gemacht hat (4). Auch hatte er eine un 
erwartete Resistenz gegen Temperaturerhéhungen, gegen Zusatze von 
Pyridin, Saéure, Lauge, Alkoholen, Aldehyden und Ketonen  sowic 
gegen manche sonst stark schadigende Gifte (5) gefunden, wahrend 
A wmacher (6) bei Fahndung nach einer spezifischen Gruppe im Ferment 
mit Diazomethan sehr bemerkenswerterweise eine Zerst6rung konstatiert 
hat. Ferner hatte sich offenbart (7), daB in Trockenpraparaten von 
Zymase eine Selbstdifferenzierung der Teilagenzien im Laufe der Zeit 
stattfinden kann, indem der glykolytische Gesamteffekt  erlischt. 
wahrend die Carboxylase-reaktion noch lange erhalten bleibt. 

Auf Grund der gesammelten Erfahrungen erschien die Carboxylas: 
als ein geeignetes Enzymmaterial zur Verfolgung der skizzierten Aut 
gabe. Auf einem anderen Wege haben Langenheck, Jiittemann, Schafer 
und Wrede (8) eine Reinigung der Carboxylase unternommen. — Di 
Arbeitsweise dieser Autoren bestand darin, daB sie unter bestimmten 
Bedingungen Hefemazerationssaft mit Methanol behandelten; dadurc! 
war ein Teil des Proteins auszufaillen, wahrend aus der methylalkoholi 
schen Lésung, die noch Carboxylase enthielt, durch Gerbsaure weite: 
Eiwei} entfernt werden konnte. Die Zufiigung von Methanol ermdglicht« 











Versuche zur Reinigung von Carboxylase. 


zugleich ein Arbeiten bei niederer Temperatur (— 20°), die nach Nords 
Befunden (9) die Konservierung der Carboxyvlase  begiinstigt. Dir 
starke Abkiihlung muB bei der Tanninbehandlung peinlich innegehalten 
werden, weil dieses Vorgehen sonst nicht zum Ziele fiihrt. Die ge- 
nannten Autoren sind auf diese Weise zu ausgezeichnet wirkenden 
Carboxylasepraparaten gelangt. Nach einer von Herrn Privatdozent 
Langenbeck giitigst erteilten brieflichen Auskunft ist jedoch das 
Reinigungsverfahren, das auf der Anwendung von Tannin beruht. 
schwer reproduzierbar. 

Die im folgenden beschriebenen Versuche lassen sich leicht an- 
stellen: dabei lag mir vor allen Dingen daran, die lastige und auch 
kostspielige Anwendung niederer Temperaturen zu umgehen. Es stellte 
sich dann aueh heraus, dab bei der von mir verfolgten Methodik keine 
wesentlichen Unterschiede obwalten, wenn ich bei 20° oder bei 

10° operierte. 

Da bei der Adsorption und Elution das von F£. Auhagen (10) aut- 
gefundene Co-Ferment der Carboxylase ganz oder teilweise von det 
Carboxvlase abgetrennt wird, habe ich in allen Fallen, wo ich meine 
gereinigten Carboxylaselésungen auf ihre Wirkung prifte, Co-Ferment 
heigegeben. Da es lediglich darauf ankam, die Wirkung der erhalten 
gebliebenen Carboxylase zu messen, konnte ich mich darauf beschranken, 
als Co-Ferment ungereinigten Hefekochsaft zu benutzen. — (Selbst- 
verstandlich habe ich mich davon tberzeugt, daB der Kochsaft an sich 
keine carboxylatische Spaltung der Brenztraubensaéure herbeifiihrte.) 
Die Leistung der von mir gewonnenen Carboxylase habe ich unter der 
besten zur Zeit bekannten Bedingung (11) gemessen. Es ist dies die 
Spaltung gepufferter Brenztraubensaure in Gegenwart von Sulfit. 
Dabei werden alle sekundairen Reaktionen ausgeschlossen: der bei der 
Zerlegung entstandene Acetaldehyd wird als  Bisulfitverbindung 
fixiert, und die Kohlenséure entweicht bei der herrschenden Wasser- 
stoffionenkonzentration (px 4,2 bis 6) ungestért. Das py-Optimum 
der Carboxylase liegt in diesem Bereich, wie von Neuberg und von 
May (12) u.a. gezeigt wurde. Die brauchbarsten Resultate erhielt 
ich, wenn ich die Mazerationssifte von 1 bis 2 Tage alten Trocken- 
hefen zunachst ohne irgendeinen Zusatz gegen flieBendes Wasser 


dialysierte. Hierbei bleibt, wie man weib (13), das Carboxylasesystem 


leistungsfahig. Der adialysable Riickstand wurde nunmehr mit Essig- 
siure bei + 10° angesduert (siehe Versuchsteil). Dabei fielen rund 
zwei Drittel des vorhandenen Proteins aus. Das im essigsauren Zentri- 
fugat des EiweiBniederschlags vorhandene Ferment wurde dann 
mit den verschiedenen Adsorptionsmitteln behandelt. Am_ besten 
bewahrten sich Bauxit, Fullererde und Tonerde A. Alle drei Stoffe 
adsorbieren weitgehend den noch vorhandenen Teil des Eiweibes, 
allerdings auch einen Teil des Enzyms. In der stickstoffarmen Rest- 
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lo6sung ist dann Carboxvlase zugegen, die besonders nach Zugabe vo 
Co-Ferment Brenztraubensaure  zerlegt. SolchermaBen  gereinigt 
Losungen bewahrten, wenn sie bei Zimmertemperatur oder im_ Eis 


schrank belassen wurden, 48 Stunden lang ihre Spaltungskraft. Ih 


Stickstoffgehalt war gegeniiber dem Ausgangsmaterial auf den zehnte: 
Teil gesunken. Der Gehalt an Trockensubstanz betrug 20°, des ut 
springlichen. Traubenzucker, Fruchtzucker und Maltose wurden vor 
solechen Lésungen nicht mehr angegriffen; dagegen zeigte sich noc} 
Invertasewirkung. Die Carboxylase enthaltenden Eluate von Tonerde A 
griffen nur noch minimal Rohrzucker an. Ihr Stickstoffgehalt 
trug 3°, des urspriinglichen. 

Zur Ausfiihrung der beschriebenen Versuche. die ich auf Ver 
anlassung von Herrn ('. Neuberg angestellt habe, standen Mittel zu 
Verfiigung, fiir deren Gewahrung der Rockefeller Foundation in New 
York wirmster Dank gebiihrt. 


Experimenteller Teil. 
Darstellung der Mazerationssdfte. 

Nach der gebrauchlichen Vorsechrift von Lebedew werden Trockenhet 
(1 Teil) und Wasser (3 bis 4 Teile) bis zur Beendigung der Selbstgarung in 
Brutschrank bei 37° aufbewahrt. Die Digestion hat, je nach dem Gehalt 
der Trockenhefe an Reservekohlenhydraten, 2 bis 3 Stunden zu geschehen 
Darauf wird der Saft scharf zentrifugiert. Die klare Fermentlésung dient 
zu den Versuchen. In allen Fallen wurden die Garansatze folgendermafen 
zusammengestellt : 


leem m-Brenztraubensaurelésung, 
1 ., m-Essigsaéure-Acetat-Puffer, 
1 ,, m-Na,SO,-Lésung, 

3 Tropfen Toluol. 

Zu den in den Tabellen angegebenen Werten (mg CQO,) sei bemerkt, 
daB zu jedem Versuch ein Leerversuch ohne Substrat angesetzt wurde mit 
nativen bzw. dialysierten Mazerationssiften bzw. mit den Restlésunge1 
der Adsorbate, Elutionen oder Hefekochsaften, um etwaige nicht dure! 
die Carboxylase entwickelte Kohlenséuremengen erfassen zu kénnen. 

Bei normalen Mazerationssaéften sinkt die Anfangsgeschwindigkeit 
der Vergirung von Brenztraubenséiure rasch ab. Mit Saften wurde am 
ersten Tage (dem Tage ihrer Herstellung) der Endwert der Spaltung in 
durchsehnittlich 15 Minuten erreicht; nach 24stiindigem Stehen im Eis 
schrank war die Anfangsgeschwindigkeit geringer, die Endwerte waren 
bei den dialysierten Mazerationssaften eher héher. Am dritten Tage wurd: 
trotz Aufbewahrung des Saftes im Eisschrank (etwa 4°) Brenztrauben 
siure nicht mehr zerlegt (Tabelle I). 

Die Fructosevergirung war schon am zweiten Tage nach der Her 
stellung des Saftes durch Zerst6rung sowohl der Co-Zymase als der eigent 
lichen Fermente selbst vollkommen erloschen; eine Aktivierung mittel 
Hefekochsaft* war demgemaB nicht mehr médglich. Nicht unerwahnt 


* Dargestellt aus Unterhefe nach den Angaben bei C. Neuberg u 
{. Gottschalk, diese Zeitschr. 161, 245, 1925. 





Versuche zur Remigung von Carboxylase. 


Tabelle I. Brenztraubensaurevergarung. 





Entwickelt 2. Tag Entwickelt 3. Tag Ent wickelt 
mg CO, Zeit mg CO Zeit 
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cung 
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bleibe, daB die auf Zugabe von Hefekochsaft bei der Glucosevergirung 
durch van Wijk und Muller (14) beobachtete schnellere Angarung, gréBere 
Gargeschwindigkeit sowie héherer Vergarungsgrad fiir die Brenztrauben- 
siurespaltung nicht festzustellen waren. Bei der Vergaérung der Brenz- 
traubensaéure trat in allen eben genannten Fallen keine Beschleunigung, 
sondern eher eine Hemmung durch den zugefiigten Hefekochsaft em. 
Tabelle IT zeigt, daB bei Saften nach Einschaltung einer Dialyse die E1 
reichung des Endwertes durch Hefekochsaft verzogert erschien. Im dialy 
sierten Mazerationssaft wurde durch Hefekochsaft em hoherer Endwert 
als beim nativen Saft allein erreicht. 


Tabelle Et. 





mg CO, entwickelt mit mg CO. entwickelt mit 
Mazerationssaft dialysiertem Saft 


HKS + HKS HKS HKS 


Po 14,1 
1b, 3, : 14.6 
22: 9 = 23.9 
25.4 21, ‘ 27.4 
26.6 So < 28.,; 
27,9 , , . 28. 
98.5 
98.5 27.1 24 


Remiqung durch Dialyse qeqgen Wasser. 


Wegen der Labilitat vorbehandelter Carboxylase muBten alle Versuche 
{8 Stunden nach Beginn beendet sein. Die schart zentrifugierten Mazerations 
sifte wurden gegen flieBendes, mit Eis vorgekiihltes Wasser 6 Stunden 
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dialysiert, wobei nicht nur Co-Zymase entfernt wurde, sondern 6fters 
infolge geringer Anderungen der Salz- und Wasserstoffionen-konzentration 
gleichzeitig eine Ausflockung von Eiweif zu beobachten war. Eine \: 
langerung der Dialysendauer zeitigte keine besseren Ergebnisse hinsichtli: 
der Vorreinigung. Bei einer Verkiirzung waren manche Fermentlésung 
noch zu einer Fructose-vergaérung befahigt. Das Absinken des Stickstoft 
gehaltes ist aus den N-Analysen zu erkennen. Die gewohnlichen Mazeration 
sifte wiesen vor der Dialyse einen durchschnittlichen Gehalt von 1,5, N, 
nach der Dialyse von 1,0°% N auf. Die verwendeten, aus frische 
(1 bis 2 Tage alter) Trockenhefe dargestellten Mazerationssafte ent 
hielten nach der Dialyse 0.59, N. Die so erhaltenen, Brenztraubensaure 
gut vergarenden, dialysierten Safte wurden fiir weitere Reinigungsversucl! 
der Carboxylase verwendet. 

Als Ergebnis mag vorweggenommen werden, dai man auf verschiedenen 
Wegen zu Fermentlésungen gelangen kann, die durch Erhitzen koagulie: 
bare EiweiBkérper nicht mehr oder nur in Spuren enthielten. Jedoch blie! 
in den am besten wirksamen Lésungen ein Rest von Stoffen, die mit Ferro 
cyanwasserstoff oder Trichloressigsaiure faillbar waren und die Biuretpro! 
zeigten. Es diirfte sich um héhere Aminosiurenverbande handeln, die (vg! 
C. Neuberg u. Blumenthal) noch manche EiweiBreaktionen geben (15); auch 
Nucleinséure oder ihre Abbauprodukte waren zugegen. Nach den N 
Analysen besaBen solche eiweiBarmen Lésungen einen durchschnittlichen 
Gehalt von 0,159% N, d.h. der Gehalt war auf den zehnten Teil ces 
urspriinglichen Wertes (1,5°% N) gesunken. Die erwahnten Reaktion:n 
auf die N-haltigen Stoffe ficlen mit den im Vakuum  eing:*dampften 
Fermentlésungen noch deutlicher aus. 

Alle Versuche, aus Niederschlagen, die durch Fallung mit Alkoho! 
oder Aceton und Ather dargestellt und an sich noch gut wirksam waren, 
mit Saéuren, saurem oder alkalischem Phosphat, Ammoniak und dgl. ge 
reinigte Carboxylase zu extrahieren, lieferten keine befriedigenden Resultate. 
Auch Versuche, mittels Tannin-fallungen nach Langenbeck etwas zu e1 
reichen, verliefen negativ. 

Beziiglich der innegehaltenen Temperatur sei bemerkt, da®~ meine 
Praiparate und Ansiitze nur mit Eis auf Temperaturen von durchschnittlic! 

10° gehalten wurden. Durch tiefere Abkiihlungen (— 20°) konnte 
ich in Parallelversuchen keine besseren Erfolge erreichen. 


Vorbehandlung dialysierter Mazerationssdfte mit Essigsdure. 

Bei einer Verschiebung der Wasserstoffionenkonzentration bis zu 
einem py = 4,6 bis 4,1 trat keine vollkommene Zerstérung der Carboxylase 
ein, sie wurde teilweise jedoch mit dem Protein niedergeschlagen. Di 
Versuche wurden folgendermaBen durchgefiihrt : 


Je 10cem dialysierter Mazerationssaft wurden 


1. mit 10 cem m-Essigséure, 
2. 5 

3. 

eas OD ss 


versetzt. Die Ansitze 2 bis 3 wurden mit Wasser auf ein Volumen von 
20 cem gebracht. 

Zum besseren Vergleich wurde auch ein Versuch mit dialysierte: 
Mazerationssaft in der gleichen Verdiinnung wie 1. angesetzt. T'abelle [//: 
nnd J//6 erteilen niheren AufschluB iiber die Verhaltnisse bei den 1 
Kssigsiure behandelten und zentrifugierten Saften. 
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Tabelle Illa. 





mg CO» entwickelt mit 
dialysiertem Saft 


verdiinnt unverdiinnt 


10 Min. 9.4 
40 , 21,7 


saure : 
sich. ‘O, entwickelt mit 





mg CO, entwickelt mit 
dialysiertem Saft 


verdiinnt unverdiinnt 


1 Std. 22, 24,5 
% , 24.5 


Tabelle IIIb. 


zentrifugierter Restlésung nach Be- 
handlung mit Essigsaure. 





lenen 
ulier Essigséure | py | Eiweif Zeit 
blieh 

‘erro eres 1 Std. 
prob ,.. ae 
(vel ‘3 1 
aucl 24 

n N 
ichen 
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mg COs 


l, 
i? 


l, 
1 


De 
9,6 
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Essigsiure py Eiweil Zeit mg CO, 


m/20.. 44 +4 5 Std. 26,9 
ae s 28,0 


m/40. . 46 ++ | 30 Min.! 13, 
1 Std. | 24, 
, 27, 


et ; 
y. 31,3 


Fiir die in die Tabelle aufgenommenen Versuche sind die oben an- 


kohol gegebenen Ansitze fiir die Brenztraubensaiurevergirung gewahlt. In allen 
oho 


‘aren, ; 
reaktionen bedeutet: 
. ge 


Itate. 


Versuchen wurde Hefekochsaft 


(HKS.) zugegeben. Bei den Eiweib 


: keine Flockung beim Erhitzen, 


Spuren von Flocken, 
schwache Flockung. 


meine 


ttlich Bei einem im groBen durchgefiihrten Versuch war die Essigsaure- 
onnte konzentration m/20. Das Zentrifugat des dabei auftretenden Eiweil3 
niederschlags war noch gut wirksam und zeigte beim Erhitzen nur geringe 
Koagulation; der Gesamtstickstoff hatte um die Halfte abgenommen. 
In der Tabelle IV ist der Verlauf der Vergarung durch die Enzym 
lésungen vergleichend dargestellt, und zwar bei Gegenwart wie Abwesenheit 


von Hefekochsaft. 


Tabelle IV. 





nativem 
Mazerationssaft 


HKS. + HKS. 


12.6 12,2 

26.7 
289 29,1 
ood 45 99.2 23:7 
n mit 55 29,2 24°8 
293 24's 


ertel! 


mg CO, entwickelt mit 


dialysiertem 


Maz 


HKS. 


5,3 
14,3 
22,1 


24,8 


oh 


<0, 


2 


dialysiertem sowie mit 
Essigsiure behandeltem 


erationssaft Mazerationssaft 


HKs. — HKS. + HKS 


3,4 
11,0 
17,0 
19.5 
20,2 
21,8 
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Bewahrt man eine mit m/20 Essigsaiure angesiuerte Lésung ii! 
Nacht im Eisschrank auf, so fallt beim Stehen meistenteils weiter Eiwe 
aus, und es hinterbleibt nach scharfem Zentrifugieren eine klare, schwa 
gelb gefarbte, noch Carboxylase enthaltende Fliissigkeit, in der Erhitzim 
keine Flockung mehr verursacht; die Biuret-reaktion ist jedoch posit: 
Die Stickstoff-bestimmung ergab fiir den nicht vorbehandelten Mazeration 
saft 1,98°, N, fiir den behandelten 0,16, N (unter Beriicksichtigung de: 
Verdiinnung). GemaB Tabelle V war durch diese Behandlung die Enzyn 
verminderung soweit fortgeschritten, daB die Endlésung Brenztraubensau: 
nur noch schwach und lediglich nach Zugabe von Hetekochsaft vergor. Zi 
den in Tabelle V. VI, VII, VILI angegebenen Versuchen wurden besonders 
wirksame, aus ganz frischer Trockenhefe bereitete Safte verwendet und 
deshalb héhere carboxylatische Effekte erzielt. 


Tabelle V. 





Entwickelte Entwickelte Entwickelte 
mg COs, mit mg CO, mit dialysiertem mg CO, mit der 
Mazerationssaft Mazerationssaft Restlisung 


HKS. HKS. + HKS. HKS. + HKS 


5 Min. 19.6 10 Min. 16,9 8.3 
S 3 23,9 20 . 24,7 16.9 
12 81,/ SO... 27,8 

1 Std. 27,8 20,4 
2 21,1 


3 Std. 32.6 


4 23.4 

aa 27,8 

6 — 24.5 
32.6 24 27,9 30.7 


Anwendung von Adsorbentien zur Reinigung der Carboxylase. 

Die (S. 47) beschriebenen Feststellungen gewahren die Méglichkeit, dure! 
Dialyse und teilweise Ausfaillung des EiweiBes mit Essigsiure eine gut 
girende Carboxylaselésung zu gewinnen, die nur ein Drittel soviel N enthiil 
wie der frische Mazerationssaft. Diese vorgereinigten Enzymlésungen 
wtarden sodann einer Behandlung mit den in der Fermentchemie bewahrten. 
von Willstdtter eingefiihrten Adsorbentien unterworfen. Lediglich mit Fulle: 
erde, Tonerde A und Bauxit war eine weitere Abtrennung der Carboxylase von 
Begleitstoffen bislang méglich. Zur Adsorption wurden 400 cem Mazerations 
saft in Kollodiumhiilsen 6 Stunden gegen eisgekiihltes Leitungswasse! 
dialysiert. Hierauf wurde der adialysable Anteil mit Essigséure angesduert. 
so daB8 die Saéurekonzentration m/20 war. Die der Dialyse unterworfen 
gewesenen Anteile (400 cem) wurden mit Tonerde A (210 mg Al,O,) eben 
falls unter Eiskiihlung gut durchgeriihrt und sofort zentrifugiert. Dir 
Wasserstoffionenkonzentration der Restlésung entsprach py = 4,6. Sie zeigte 
keinen wesentlichen Unterschied in den Flockungserscheinungen gegeniibe! 
dem dialysierten Mazerationssaft. 

Der gesamte feste Riickstand wurde mit 50cem m/5 sekundiren 
Natriumphosphat 3 Stunden bei 0° eluiert. Die Wasserstoffionenkonzentra 
tion entsprach dabei px 8,0. Im Eluat bewirkte Erhitzen nur noch ein 
Triibung. Der Mazerationssaft enthielt 15°, N; der mit Essigséure |b: 
handelte dialysierte Mazerationssaft 0,5°%, N, das Eluat des Adsorbats an 
Tonerde A: 0,05% N. 
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Versuche zur Reinigung von Carboxylase. 


Tabelle VI. 





mg CQ, entwickelt mit 


dialysiertem 
dialysiertem und mit Essig- 
Mazerations- siure vor- _ 
saft behandeltem 
Mazerationssaft 


Nach Adsorption an Tonerde A 
Mazerations- 


saft 
Restliésung mit Elution 


-HKS.|+HKS. -HKS. +HKS. —HKS. +HKS. —HKS.|+HKS. | —HKS. +HKS. 


40 Min.) 33,5 | 31,7 32,6 26,6 1,2 | 21,7 2,f 7,8 0,0 3,0 
1 Std. — | 33,6 33,1 ; 


A y : as — | 34,9 5,6 | 28,0 3, 25,6 — 
24, | 33,5 | 33,6 || 33,1 | 349 | 56 | 285 , 32 | 25.6 


Bei gewohnlichen Mazerationssaften waren die gleichen Spaltungs- 
ergebnisse zu erzielen. Jedoch war sowohl] in den dialysierten und 
mit Essigséure vorbehandelten Saften und Restlésungen als auch in 
den Eluaten der N-Gehalt doppelt so hoch. Der Mazerationssaft 
enthielt : 1,5°%, N, der mit Essigsiure behandelte dialysierte Mazerations- 
saft 0,8°, N, das Eluat des Adsorbates an Tonerde A 0,11°, N. 


Tabelle Via. 





mg CO, entwickelt mit 


dialysiertem 
. lialysiertem und mit Essig- 
Mazer S- bs pal ; 4 es 
—-" Mazerations- sure vor- —_—— 
2 saft behandeltem mit Rest- 
Mazerationssaft lisung A 


nach Adsorption an Tonerde A 


mit Elution 


-HKS. +HKS. —HKS. +HKS.|—HKS. +HKS. -HKS. +HKS.|-HKS. +HKS. 





92) — . | a -~|— ff — |i 
24.8 - 


290 24.1 sion 2 
vo — 23,9 23,9 a —s 
= =_ _ 0,0 | 11,9 


In der Tabelle VIa sind vergleichend die Gargeschwindigkeiten der ein- 
zelnen, durch Essigsdurefallung, Adsorption und Elution gereinigten Enzym- 
losungen angegeben. Zur besseren Ubersicht sind nur die Endwerte an- 
gefiihrt. Bei den mit Essigsiure behandelten, dialysierten Saften wurde 
der Endwert der Brenztraubensiurevergarung erst in mehr als der doppelten 
Zeit erreicht (2 Stunden). Eine Enzymverminderung hat nur in einem 
maiBigen Grade stattgefunden. Die Tonerde ist jedoch kein spezifisches 
Adsorbens fiir die Carboxylase, wie der nur in maBigem Umfang erfolgende 
Ubergang von Ferment in den Riickstand und damit in die Elution beweist. 
Dieser Charakter der Tonerde pragt sich noch deutlicher aus, wenn man 
mit Essigsiure starker ansaéuert (auf pu 3.2) und mit der achtfachen 
Menge Tonerde A (420 mg Al,O, auf 100 cem dialysierten Mazerationssaft ) 
adsorbiert (Tabelle VII). In der Restlésung trat beim Erhitzen keine 
Flockung mehr auf, ihr Stickstoffgehalt war auf etwa 0,15°,, d.h. den 
zehnten Teil, gesunken. Die Carboxylase besa noch den fiinften Teil ihrer 
urspringlichen Vergérungskraft. 
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O. von Schoenebeck. 


Tabelle VII. 





mg CO, entwickelt mit 


Essigsiure vorbehandeltem und 
dialysiertem Mazerationssaft 
HkKs. 


Restlosung 
+ HKS. 
i a ae 37,5 7,9 
Ce ae ae - v1 
Be rc ests 37,2 14,2 


Kurz seien die Versuche mit Bauxit und Fullererde als Adsorption 
mittel. besprochen. 100¢cem = dialysierter Mazerationssaft wurden unt 
Eiskiihlung mit Essigsiure auf py 3,0 gebracht und die klaren Lésung: 
mit 10g Bauxit bzw. 5g Fullererde behandelt. In beiden Fallen zeigt 
die klare, neutralsierte Restlésung beim Erhitzen keine Flockung. 1D 
Gargeschwindigkeit der Carboxylase war herabgemindert (vgl. Tabelle VI1/ 
Als Endwert wurde knapp die Halfte der mit dem urspriinglichen Mazer 
tionssaft aus Brenztraubenséure erzeugten Menge Kohlendioxyd gefunde: 
Carboxylase war aus dem Riickstand in beiden Fallen nieht zu eluiere: 


Tabelle VIII. 





Adsorption an 


Mazerations- Bauxit Fullererde 
saft + HKS. 
Restlisungen + HKS 


mg CO» mg CO, mg Oy 


Sas 
33.6 14.1 
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Milchsiurebestimmung im Blut. 


Von 
E. Ernst und J. Truka. 


{us dem Institut fiir Medizinische Physik und der Frauenklinik der 
Universitat Pées.) 


(Eingegangen am 14. Juni 1954.) 


Das Prinzip der im folgenden beschriebenen Methode  beruht 
auf der bekannten Gelbfarbung des Lactats mit Fe'"*. Fir die 
Bestimmung der Blutmilchsiure wurde diese Reaktion folgenderweise 
angewendet. 

1. Da die Farbung vom py der Lésung abhangt und in stark saurer 
Losung’ verschwindet, so konnte kein Fallungsmittel angewendet werden, 
durch welches eine saure Reaktion bedingt wird: ebensowenig durfte die 
teaktion nach der alkalischen Seite verschoben werden, da sonst mit dem 
Reagens kolloidales Fe(OH), gebildet wird, welches selbstverstandlich jede 
weitere Arbeit unméglich macht. Die Ausfallung mit Ca(OH), — ZnSO, 
entsprach hingegen unseren Bediirfnissen; da aber die Parallelbestimmungen 
keine gute Ubereinstimmung zeigten, wenn zur Ausfallung nicht gleiche 
Mengen dieser Stoffe verbraucht wurden, bereiteten wir eine Ca(OH), 
Lésung bzw. Suspension aus gewéhnlichem kauflichem CaO, indem wir 
30 ¢ davon mit 170 cem dest. Wasser versetzten; von ZnSO, wurde eben- 
falls eine 20° ige Lésung hergestellt. 

2. FeCl,-Reagens: zu 50 cem dest. Wassers wurde je 1 Tropfen von 
Liquor Ferri sesquichlorati (50°,) und von konz. HCl gegeben. 

3. Als Vergleichsl6sung diente eine verdiinnte Lésung von Li-Lactat: 
107 mg des Salzes wurden zu 100 cem gelést, somit eine Lésung von 100 mg-°,, 
Lactat erhalten. Wird lecem dieser Lésung zu 20c¢em = verdiinnt (mit 
0.9% iger NaCl-Lésung), so enthalt 1 eem davon 0,05 mg Lactat; vor An- 
wendung zur Komparimetrie wurde diese Lésung mit Ca(OH), ZnSO, 
in derselben Weise behandelt wie das verdiinnte Blutplasma. 

1. Es mubte die Anwendbarkeit des Prinzips vor allem in rein 
analytischen Systemen geprift werden. Da nun die Anwendbarkeit 
auf Blut davon abhing, ob ganz kleine Mengen von Milchséure quanti- 
tativ zu bestimmen sind, soll hier die komparimetrische Bestimmung 
der Milchséure nur bei kleinen Mengen besprochen werden. Sie wurde 
in Kiivetten ausgefiihrt, deren Lange 10cm, Héhe 5c¢m und Breite 
0.5¢em betrug, so da} der Farbenvergleich bei der groBen Schichtdicke 
von 10cm in einem Gesamtvolumen von etwa 3 ccm erfolgte: diese 
Menge ergab bereits eine Fliissigkeitssiule von 6mm _ Hoéhe. 

Die Ausfiihrung der Bestimmung geschieht bei diffusem Tageslicht, 
und zwar wird weiBes Papier als Hintergrund aufgestellt, vor welchem 

* Die hier zu beschreibende Methode wurde in ihren Prinzipien in 
Gemeinschaft von J. Takacs bereits vor 3 Jahren ausgearbeitet. Vel. 
Pfliigers Arch. 228, 703, 1931 und Ronas Ber. 66, 571, 1952. 

4* 








E. Ernst u. J. Truka: 


im Abstand von etwa 20cm die Kiivetten stehen. Diese befinden sich 
einer mit weiBem Papier innen iiberzogenen kleinen Holzkiste, deren obere, 
vordere und hintere Wand fehlt, so daB die Kiivetten von jeder Seite gleic! 
maBig beleuchtet werden. 


Zuerst werden 2 ccm aus der zu bestimmenden Lésung und 


lcem von dem Reagens in die Kiivette eingelassen, dann in di 
andere Kiivette 1 cem Reagens. Aus der Intensitat der gelben Farbung 
der zu bestimmenden Lésung wei’ man nach einiger Erfahrung, wievic! 
Vergleichslésung ungefahr zur Farbengleichheit nétig sein wird : erwartet 
man z. B. 1 cem Verbrauch, so gibt man in die zweite Kiivette zu dem 
l ccm Reagens zuerst 1 ccm 0,9 °,ige NaCl-Lésung und dann portions 
weise die Vergleichslésung, bei Annéherung zur Farbengleichheit 
nur Portionen von je 0,l ccm. Bei einer bestimmten Menge erreicht 
man den Punkt, wo bei der Zugabe der letzten 0,1 ccm der Vergleichs- 
lésung die zuvor kleinere Farbenintensitaét der Vergleichsseite in eine 
gréBere iiberspringt: die Gleichheit der Farbenintensitat wird also 
auf 0,.lccm = 5y genau bestimmt. Am Ende miissen auf beiden 
Seiten gleiche Mengen Flissigkeit sein, wenn man Umrechnungen aut 
gleiches Volumen vermeiden will. Tabelle I enthalt einige derartig 
bestimmte Milchsiurewerte: wie zu ersehen ist, betrdgt der Fehler 2°... 
somit scheint die Methode brauchbar zu sein. 


Tabelle I. 





Milchs&ure in ; Abweichung in 

——- ss aS a al ‘anatammabarictaeracecanas Bemerkung 
zugegeben | gefunden 4 

40 40 

60 57,5 

80 77,5 2, i In destilliertem H,0 
100 98,8 

120 120 


Cue COD 


1.6 


40 38,8 * — 3,0 


60 57,5 Ri 4,0 : 
‘ 0/9 NaC ‘ I 
80 77,5 , 3.0 In 0,99/9 NaClund mit Ca(0 1 


100 990 ’ 10 und ZnSO, behandelt 
120 121.3 L 1.0 
2,0 


2. Milchsdurebestimmung im Blute. Nachdem es sich herausstellte, dai 
die Menge der Blutmilchsaiure von auBerst vielen Umstanden abhangt, 
miissen bei der Blutentnahme die Umstande sorgfaltig beachtet und ver 
merkt werden, weil eine Angabe iiber die Blutmilchsaure nur Wert hat, wenn 
neben dem numerischen Wert auch die Umstande in der Zeit der Blut 
entnahme ebenfalls angegeben sind. Vor der Blutentnahme werden in so vie! 
Mefizylinder von je 10 cem Inhalt, wie Blutproben untersucht werde! 
sollen, je 5ccem_ physiologischer NaCl-Lésung abgemessen und dann 
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Milchséurebestimmung im Blut. 


0.5eem Heparin (Kahlbaum) in 1; 1000 Verdiinnung. Aus der Spritze, in 
welche das Blut genommen wurde, driickt man schnell 2,5 bis 3,5 cem Blut 
hinzu, fullt bis zur Marke mit 0,9 °,iger NaCl-Lésung auf, riihrt das Ganze 
vut um, wahrend es in Zentrifugenréhren gegossen wird, und zentrifugiert 
sofort 15 Minuten mit 3000 Drehungen pro Minute. 


Aus dem so gewonnenen verdiinnten Plasma werden 7 bis 8 ecm 


abgenommen, mit physiologischer NaCl-Lésung auf das Doppelte 
verdinnt und zur Parallelbestimmung in zwei Portionen  verteilt. 
Zu jeder Portion werden 0,2 ccm Ca (OH), (zuerst stark umriibren!) 
vegeben und dann filtriert; das Filtrat wird mit 0,3 ccm ZnS O, versetzt 
und wiederum filtriert. Auf diese Weise gelingt es, ein vollkommen 
wasserklares, in 10cm Schichtdicke farbloses Plasmafiltrat herzu- 
stellen, in dem die FeCl,-Reaktion ausgezeichnet vorzunehmen ist. 


Das Endfiltrat darf nicht lange aufgehoben werden. Ist man jedoch 
gezwungen, die Lésungen aufzubewahren und erst nach einigen Stunden 
die Komparimetrie auszufiihren, so versetzt man das ZnSO, enthaltende 
Plasmafiltrat noch mit MgO und filtriert; die so erhaltene neutrale Lésung 
kann aufbewahrt werden. In diesem Falle mu selbstverstandlich auch 
die Vergleichsl6sung (Li-Lactat) auBer mit Ca(OH), — ZnSO, auch mit 
MgO behandelt werden. 

Tabelle II. 





Milchs&ure in mg-°/, 
P zugegebene 
im Serum Menge zu berechnet gefunden 
2 ecem Serum 


Abweichung in 


22,2 24: 46,7 44,3 
13,0 }, 39,0 38,3 
é 54,3 55.0 
44.5 43,6 

36,7 35,8 

35,5 32,5 

49.3 45,0 

29,3 30,0 

34,4 31,4 

28,7 30,0 

37,0 35,0 

66,8 66.0 

17,7 17,9 

28,3 28,6 

26.1 27.0 

34,0 36,0 

24,5 24.3 

30,0 30,0 

27,2 27,1 

31,5 33.6 

29,5 27.9 

21,7 20,0 

24,5 25,7 

49,3 59.0 

29,3 30,6 


* In diesen beiden Versuchen wurde auch MgO angewendet. 
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E. Ernst u. J. Truka: 


Um zu priifen, ob dieses Verfahren verlaBliche Werte liefe: 
wurden in mehreren Versuchen aus demselben Blut zwei Portion: 
zentrifugiert; zu der einen der so gewonnenen Plasmaparallelen wurd 
0,2 bis 0,6 mg Lactat gegeben und gepriift, ob die zugegebenen Milc! 
sduremengen zuriickgewonnen werden. Tabelle II zeigt, daB dies : 
der Tat mit befriedigender Genauigkeit geschehen kann, so dap die b 
schriebene Methode sich als verlaBlich erwies. 

Da zahlreiche andere organische Verbindungen — besonders die Ox 
siiuren mit FeCl, eine gleiche oder ahnliche Farbreaktion geben wie di 
Milchsiure', wurden Oxal-, Wein-, Citronen- und /)-Oxybuttersaiure unte1 


Tabelle III. 





Datum Milchsdure x Datum Milchsd&ure 
Nr. 
1933 mg-9/ 9 1934 mg-°/9 


14 
11 
13 
11 
15 


98, X. 12 28 3. 1 
98. X. 21 10. I 
98. X. 16 10. T 
16 I 

17 I 

16.4 3% -T 
=) 
I 

I 

I 

I 

I 

I 


16 
13 
13 
17 
19 
16 25. 1. 
; Zo, Lk. 
Mittel 
3. II. 
3.1L 
IL 
aE. 
Mittel : : 7 
. XIL “IL. 
5. XIL “I. 
3 XIL. IL. 
3. aa H Mittel 
3. XII. 11 
3. XIL. 17 
XII. 11 
XII. 13 


Mittel 14, 





1 Vel. z. B. Kiilz, Zeitschr. f. Biol. 28, 329, 1887; Minkovszky, Arch. 
f. Pharm. u. exper. Ther. 18, 35 u. 144, 1884 (die FeCl,-Farbung der /-Ox) 
buttersaure verschwindet bei groBer Verdiinnung); Abderhalden, Biochen 
Handlexikon 1, 2, 1911. 
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Milchsaéurebestimmung im Blut. 


icht; auBer der letzten geben die tbrigen mit FeCl, in dest. Wasser eine 
inlich starke gelbe Farbung wie Milchsaiure. Werden sie aber mit 

a(OH), — ZnSO, behandelt, so erhalt man in ihren Endfiltraten entwedet 

eine oder eine minimale Farbung. Hier sei nur ein Beispiel angefiihrt: 
ne Mischung, enthaltend in 2cem je 1007 von allen vier Substanzen 
md auch von Milchsaure, verbrauchte zur Farbengleichheit 105 bzw. 110 + 

Lactat. Somit kann gesagt werden, daB bei dieser Methode nur die Milch- 
iure des Blutes bestimmt wird (Achtung: Krankheiten, Arzneimittel!). 


Die so beschriebene Methode ist leicht und schnell; Tabelle 11] 
zeigt 50 Bestimmungen von Blutmilchséure, die zu verschiedenen 
Jahreszeiten ausgefiihrt wurden, was bei den Angaben uber Milchsaure- 


werte des Blutes immer in Betracht gezogen werden miibte. 


Die Blutentnahme erfolgte meistens an niichternen, liegenden Per- 
sonen; vor Blutentnahme wurde der Arm mit Gummischlauch auf kurze 
Zeit abgebunden, aber nach Einfiihrung der Pravaznadel in die Vene frei 
yemacht. Die Berechnung der Milchsiurewerte ist sehr einfach: geschieht 
die Milchséurebestimmung in 2 cem Plasmafiltrat, so ist das Hundertfache 
der verbrauchten cem der Vergleichslésung mit der doppelten Anzahl der 
cem des Blutes zu dividieren, und man erhalt den Milchsauregehalt in 
(Z. B. es wurden 3cem Blut entnommen; zur Farbengleichheit 


oO 
me- o- 
1.20cem Vergleichslé6sung, so ist der Milchsauregehalt 


hbenétigte man 
1,20 . 100 


ya 


20 mg-°,.) 











Untersuchungen auf dem Gebiet der Lederchemie. 
Ilf. Mitteilung: 
Uber Einwirkung von Kaliumrhodanid auf Elastin und Kollagen. 


Von 
N. I. Gawrilow, M. M. Botwinik und J. S. Moskowa. 


(Aus dem Laboratorium fiir organische Chemie der Moskauer Staat- 
universitat und aus dem Laboratorium fiir EiweiBchemie des Bachsche: 


Biochemischen Instituts.) 


(Eingegangen am 23, Mai 1954.) 


Die Wirkung von Rhodansalzen auf Kollagen wurde von vielen 
Forschern untersucht, die sich mit dem EinfluB verschiedener Salz: 
auf die Vorgange beim Beizen und Gerben des Leders (1) beschaftigten 
das Verhalten von Elastin in Kaliumrhodanidlésungen bei der Ein- 
wirkung von Trvpsin ist dagegen nicht geniigend aufgeklart worden 
Wir haben daher auf Vorschlag von Prof. D. Michlin! das Verhalten 
von Elastin in Lésungen von Kaliumrhodanid untersucht. In de: 
Fortfiihrung dieser Untersuchung wurden wir veranlaBt die Ferment- 
einwirkung auf Elastin und Kollagen, sowie dessen Dispergieren 
unter dem EinfluB von KCNS zu untersuchen. Das _ verschiedene 
Verhalten von Kollagen und Elastin in Gegenwart von KCNS kénnte 
zur Aufstellung einer Bestimmungsmethode von Kollagen in Gegenwart 
von Elastin verwertet werden, sowie zur Schatzung des Durchgerbungs- 
grades von Leder nach der Menge des nicht durchgegerbten, in Rhodan- 
salzen léslichen Kollagenanteils dienen. Lésungen von Rhodansalzen 
wirken hemmend auf die Verdauung von Kollagen durch Trypsin, sir 
beschleunigen jedoch die Peptisation von Kollagen. Bei Elastin werden 
Fermentwirkung sowie Peptisation durch Rhodansalze stark herab- 
gedriickt. 

Mit Tannin gegerbtes Kollagen zeigt ein anderes Verhalten. Es 
wird in neutralen und sauren Lésungen von KCNS nicht mehr gelost 
Nur wenn die Gerbung sehr kurz war, laBt sich ein Teil des Kollagen- 
durch KCNS in Lésung bringen. Eine analoge Erscheinung wurde von 
Jovanovits (2) vor kurzem beobachtet: er untersuchte die Schrumpfung 
von tanningegerbtem Leder durch Rhodansalze. Chromiertes Haut 
pulver wird allmahlich durch Trypsin sowie durch KCNS entgerbt 
Nur wenn die Gerbung sehr lange (96 Stunden) fortgesetzt wurde. 
lieB sich das gegerbte Kollagen weder entgerben, noch in KCNS aut- 


lésen. 


1 Die Untersuchung wurde im Institut fiir Lederforschung begonnen 





Untersuchungen auf dem Gebiet der Lederchemie. III. 


Kollagen wurde in einer Kaliumrhodanidlésung im Thermostaten 
ei etwa 40° erwirmt. Durch Wiederholen dieses Verfahrens lieB sich 
ast alles in Lésung bringen. Die Lésung wurde dialysiert und im 
Vakuum eingeengt. Nach Erkalten bildete sich ein typisches Gelatine- 
gel. Seine Menge war geringer als die des urspriinglichen Kollagens. 
Wahrscheinlich dialysiert ein Teil des Proteins durch den Kollodium- 
sack, denn die anfangliche Reaktion der Lésung ist alkalisch. 

Obwohl es uns nicht gelungen ist, den LésungsprozeB von Kollagen 
in allen Einzelheiten zu untersuchen, lassen unsere Versuche doch 
erkennen, da®B die Auflésung von Kollagen in Kaliumrhodanid zur 
Beurteilung der Menge des undurchgegerbten Kollagenteiles verwendet 
werden kann; man kann folglich auf diese Weise eine Vorstellung iiber 
den Gerbungsgrad des Leders gewinnen. 


Experimenteller Teil. 


In orientierenden Versuchen wurde der zeitliche Verlauf der Auf- 
l6sung von Kollagen in KCNS-Lésungen bei verschiedenen Tem- 


peraturen und verschiedenen py-Werten bestimmt. 


Das Kollagen wurde aus der mittleren Schicht eines geascherten, in 
drei Teile gespaltenen Croupons dargestellt. Diese Schicht wurde mit 
1°,iger Milchsaurelésung entkalkt, in einem warmen (bis 40°) Luftstrom 
getrocknet, zermahlen und _ gesiebt. Stickstoffgehalt 14.62°,. Wasser- 
gehalt 17°,. Die Versuche wurden nach Stiasny und Ackermann (3) mit 
n Lésungen von KCNS angestellt. 


I. Auflésung von Kollagen in Wasser und in KCNS bei verschiedenem pu. 
0,2 g¢ Kollagen wurden mit 10cem KCNS-Lésung oder mit Wasser 
von entsprechendem px im Thermostaten bei 35 bis 37° behandelt. Nach 
Tabelle I. 
Léslichkeit von Kollagen in Wasser und KCNS bei 
verschiedenem pu. 
t 36 bis 37°. 





Wahrend 
Dauer der Einwirkung : 24 Std. | 60 Std. 48Std. 48Std. 48 Std. 2 Mon. des ganzen 
Versuchs 


Lésungsmittel In Lisung gegangener Stickstoff in ° » vom Gesamt-N 


“i 3). 33 6,6 3,46 , 6 7 47,16 
Le aaa ae li} 567) 4,038; 35 | 2,73; 58 | 65 28,23 
nKCNS + NagHPO,. 

Cae 14,9 50,93 24,26 0 (0.4) 92,89 
H,O + Na,HP 0, 

es: 21,8 36,8 416 6,73 3,61 214 75,24 
KCNS + KH, PO, 

+CH,COOH... 2,8 32,47 23.55 141 86 623 623 4118 
H,O + KH, PO, 

+CH;,;COOH ... | 2,8)145 | 15,6 | 12,7 | 12, 653 58 67,93 











DS N. I. Gawrilow, M. M. Botwinik u. J. S. Moskowa: 


bestimmten in der Tabelle I angegebenen Zeitabschnitten wurden d 
Losungen zentrifugiert, die Bodensatze mit 10 cem Wasser gewaschen w 
nach abermaligem Zentrifugieren mit einer neuen Portion der entsprechence 
Loésung digeriert. Die Lésungen mitsamt den Waschwassern wurden durc! 
essigsaure Tanninlésung in Gegenwart von MgSO, gefallt. Aus den Tabelle: 
lift sich sehen, daB die Auflésung in erster Linie von dem pu der Losung 
abhangt; jedoch wird dieser ProzeB bei gleichen pu-Werten durch KCNS 
stark geférdert; dies gilt besonders fiir die neutrale Zone. In alkalischy 
Lésung wird Kollagen leicht gelést; es bleibt aber auch in diesem Fall 
ein geringer unldslicher Rest. 

Wie man erwarten konnte, wird der LésungsprozeB von Kollagen 
durch Erhéhung der Temperatur geférdert; der EinfluB des pu-Wertes 
wird aber dabei nicht aufgehoben. 

0.2 ¢ Kollagen wurden mit 10 cem nKCNS-L6sung vom ent 
sprechenden py bearbeitet und wahrend 120 Stunden im Thermostaten 
bei 48 bis 50° stehengelassen. Nach Zentrifugieren der Lésungen 
wurden die Bodensitze bis zur negativen Reaktion auf Rhodan ge 
waschen. Wie in den ersten Versuchen wurden das Filtrat und di 
Waschwasser mit essigsaurer Tanninl6sung in Gegenwart von MgSO, 
behandelt. Die Resultate sind in Tabelle IL gegeben 


Tabelle II. 
Léslichkeit von Kollagen in KCNS bei 48 bis 50° und 


verschiedenem pu. 





In die Lésung In die Lisung 
iibergegangener N iibergegangener N 
in %% Pu in % 5 
vom Gesamt-N vom Gesamt-N 
84,51 8.6 69,68 
62,51 10.2 87,56 

63,96 





II. Vergleichende Versuche tiber die Fermentwirkung auf Kollagen und Elastin 


und den Einflug von Rhodansalzen auf diesen Prozep. 


Fiir Vergleichsversuche wurden die Kollagen- und Elastinpulve: 
durch das gleiche Sieb gesiebt. Der Spaltungsgrad wurde durch Messung 
der verschiedenen Hydrolysenstadien verfolgt. 


Bestimmung des Hydrolysegrades durch Fallen mit Tannin und 
Messung des Aminostickstoffs nach van Slyke. 


Abgewogene Kollagen- und Elastinmengen wurden in Wasser mit 
Trypsin behandelt und im Thermostaten bei 37° fiir bestimmte Zeit 
abschnitte von 10 bis 120 Stunden lang stehengelassen. Darauf wurden dir 
Lésungen zentrifugiert und die Bodensitze gewaschen. In dem Filtrat 
und in dem Waschwasser wurden der durch Tannin fallbare Stickstoff und 
der Aminostickstoff nach van Slyke bestimmt. 





Untersuchungen auf dem Gebiet der Lederchemie. III. 


Tabelle III. 
Hydrolyse von Kollagen und Elastin durch Trypsin. 
Der Peptisationsgrad wird durch VergréBerung der in Wasser léslichen 
und durch Tannin fallbaren Stickstoffmenge gegeben.) 





: Dauer Von Tannin fillbarer 
Einwage der Hydrolyse N-Teil in © 
Std. vom Gesamt-N 


Substanz 


es ie 0), § 10 40,6 
Meme sk ee 8 i 10 55,6 
Berner ce. are 23 73.5 
ee er 23 80,15 


Tabelle IV. 
Hydrolyse von Kollagen und Elastin durch Trypsin. 


(Der Peptisationsgrad wird durch Vergr6éBerung der in Wasser léslichen 
und durch Tannin fallbaren Stickstoffmenge gegeben.) 





E el Dauer der Ver- . aon bauer der Ver- 
Linwage Hydrolyse hiltnis Richetenia Einwage Hydrolyse hialtnis 
g Std. NH, N Std. NH, N 


Substanz 


0,5 24 6, 24 5.9 
0.5 48 (e | 48 7,7 

Elastin 0.5 72 9,5 Kollagen 72 9.6 
| 0,5 90 10,36 ¥ 90) G8 

0.5 120 10,9 .! 120 10,1 





Aus dem Vergleich beider Tabellen JaBt sich schlieBen, daB die 
peptisierende Wirkung von Trypsin auf Elastin kleiner ist als auf 
Kollagen. Es ist méglich, daB die leichtere Spaltbarkeit des letzteren 
durch seine vorangehende Quellung bedingt wird. Die ecigentliche 


nach dem Aminogruppenzuwachs verfolgte Hydrolyse verliuft fiir 


heide Proteine in gleicher Weise. Am Anfang der Hydrolyse von Elastin 
bilden sich ebenso wie bei Kollagen viel tanninfillbare Stickstoff- 
fraktionen und nur wenig Aminostickstoff. Trotz seiner schweren 
Léslichkeit in Wasser wird Elastin durch das Enzym anfangs stark 
peptisiert ohne dabei weitgehend gespalten zu werden. 

Zur Untersuchung der Einwirkung von Rhodansalzen auf die 
Hvdrolyse von Kollagen und Elastin wurden Versuchsserien mit ver- 
schiedenen Konzentrationen von Kaliumrhodanid und Enzym angestellt. 
In bezug auf Kollagen wurden im allgemeinen die Versuche von Stiasny 
wiederholt und analoge Resultate erhalten. 


0.5 ¢ Kollagen oder Elastin wurden in Wasser (oder einer bestimmten 
KCNS-Lésung) mit Trypsin bei 37° wahrend 20 bis 24 Stunden behandelt. 
Nach diesem Zeitabsechnitt wurden die Bodensatze filtriert und von Rhodan 
frei gewaschen; das Filtrat mit dem Waschwasser wurde auf ein Volumen 
von 100cem gebracht und der Aminostickstoff sowie der tanninfallbare 
Stickstoff in dieser Losung bestimmt. 
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Tabelle V. 
Hydrolyse von Kollagen. 


0,5 g¢ Kollagen in 35 cem Lésung; pu 8.9; t 37°; Versucl 


isdauer 24 Stunden 





ila Tannin- "Awe 
Ferment- a NH2/N caberee N | Ferment- | halo 
losung tration — lésung tration 
0 
2,5 0(H,O) | 38,2 16,0 2,5 In 
0 0 3,1 2,3 0 In 
2.5 n/10 30,1 1 2.5 2n 
0 n/10 2,1 Lt 0 2n 





Tabelle VI. 
Hydrolyse von Elastin. 


3estimmung des Aminostickstoffs. Einwage 0,3 g 


Tannin- 
NHN fallbarer N 
: Gesamt-N 


0 0 0 ) 
27,5 47,7 
2,6 43,7 
18,8 71,1 
3,1 48,1 


in 2]1cem Lésung; 





pu 8,9; ¢ 37°. 


KCNS- NH2/N 





K ONS- NH, N 


Ferment- Ferment- 
lisung Konzentration 0}, lésung Konzentration oF 
1 H, O 21,0 0 n 10 1,5 
0 H, 0 1,90 1 In 16,0 
1 n/100 21.0 0 In 1,50 
0 n/100 19 1 2n 9.5 
1 n/10 20,5 0 2n 1,50 


Tabelle VII. 
Hydrolyse von Elastin. 
Bestimmung des durch Tannin fallbaren Stickstoffs. 
l4cem Loésung; pu 8,75; ¢ 35°. 


Einwage 0,2 ¢ in 














| Tannin-_ Tannin- 
Ferment- KCNS- fillbarer N Ferment- KCNS- fillbarer N 
lésung Konzentration Gesamt-N lésung Konzentration /Gesamt-N 
ah ia) dered tid ied tale saad 0), 
1,5 0 48,5 0 n/10 6,2 
0 0 1.0 1,5 ln 32,9 
1,5 n/100 49. 0 In 12,1 
0 n/100 2,0 1,5 2n 22,2 
1,5 n/10 51,6 0 2n 2,0 


Die mit Kollagen erhaltenen Werte stimmen gut mit den Befunden 
von Stiasny iiberein: eine 1 bis 2 n Salzlésung verzégert die Hydrolyse 
und férdert das Auflésen von Kollagen. Fiir Elastin stehen die Dinge 
anders: durch KCNS wird seine Proteolyse nicht geférdert, sondern 
im Gegenteil gehemmt. So wird z. B. der Prozentgehalt des tannin- 
fallbaren EiweiBstickstoffs durch n KCNS im Gegensatz zu Kollagen 
herabgesetzt. Elastin wird von KCNS gelést, viel schwacher aber als 
Kollagen. 
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111. Verhalten von gegerbtem Hautpulver in Lésungen von Rhodansalzen. 


Die Gerbung von Hautpulver (ungebeiztes Kollagen) wurde nach 
Thomas und Kelly (4) durchgefiihrt. 2g des Pulvers wurden in 100 cem 
10°. iger Tanninlésung geschiittelt. Nach der Gerbung wurde das Pulver 
von Tannin frei gewaschen und erst im Zimmer an der Luft und dann bei 40° 
getrocknet. Bei héherer Temperatur klebte das Pulver zusammen. Ein 
ahnliches Verkleben unter teilweiser Quellung lieB sich auch bei Behandeln 
des Pulvers mit Rhodansalzen bei erhéhter Temperatur bemerken. Diese 
Versuche wurden unter Riihren in einem Thermostat durchgefiihrt. 
Nach Beendigung der Behandlung wurden die Lésungen zentrifugiert, 
die Bodensaétze mit 10 cem Wasser gewaschen und in eine frische 
Portion von KCNS gebracht. Filtrat und Waschwasser wurde mit essig- 
saurer Tanninlésung unter Zugabe von MgSO, gefallt; nach 48 Stunden 
wurde der Niederschlag dekantiert, auf ein Glasfilter tibergefiihrt und bis 
zum negativen Ausfall der Probe mit FeCl, gewaschen. Die Lésung des 
Niederschlags in Natronlauge erfolgte auf dem Glasfilter, worauf es 
bis zum Verschwinden der alkalischen Reaktion gewaschen wurde. Nach 
Neutralisation und einer maéBigen Konzentrierung wurden im Filtrat der 
Stickstoffgehalt nach Gerngross (5) bestimmt. 

Die untersuchten Lederpulver waren wihrend 24, 6 und 2 Stunden 
gegerbt worden. Es wurden zu den in Tabelle VIII angegebenen Pulver- 
mengen je 30 cem n KCNS gegeben; nach den als ,,.Dauer der Behandlung“ 
bezeichneten Zeitabschnitten wurden die Lésungen zentrifugiert und auf 
die Bodensatze frische L6sungen gegossen. 


Tabelle VIII. 


Auflésung von tanningegerbtem Kollagen in n KCNS-Lésungen. 





In Lisung 


Dauer = Dauer der : 
der Gerbung | finwage N-Gehalt Pu 10 Behandlung pe * 
Std. ig co seang Std. Gesamt-N 
24 0,84 5,81 7,1 37 12 0 
to 37 24 0 
71 50 48 0 
0,6 5.81 3,2 37 12 0 
3,2 50 94 0 
6 0,6 9,1 7,1 37 12 0 
8,2 37 12 0 
§.2 50 12 0 
2 0,6 7,1 37 3 0 
(a 50 6 0 
al 50 6 1,28 
3.2 50 5 0 
Nicht gegerbt 0,25 14,62 Gl 37 12 23,33 


Wie aus Tabelle VIII ersichtlich, ist sogar nach langerer Behandlung 
von gegerbtem Hautpulver mit Rhodansalzen keine Entgerbung wahr- 
zunehmen. Bei den gleichen Versuchsbedingungen wurden von un- 
gegerbtem Pulver 23°, N abgelést. Das wahrend 2 Stunden gegerbte 
Pulver ging erst nach I4stiindiger Behandlung in Lésung. Méglicher- 
weise geht die Auflésung so langsam einher, weil die Gerbung an Pulver 
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unternommen war und die groBbe durchgegerbte Oberflache das Ein 
dringen der Rhodansalze verhinderte. 

Ks geht aus diesen Versuchen hervor, daB schon eine geringe Be 
handlung des Kollagens mit Tannin geniigt, um es in einen Zustand zu 
bringen, in dem es gegen Auflésung in Rhodansalzen resistent wird 
Die Geschwindigkeit dieses Uberganges muB wahrscheinlich fiir ver 
schiedene Gerbstoffe und verschiedene Gerbungsbedingungen nicht 
gleich sein. 

Die Verhaltnisse gestalteten sich etwas anders als das Hautpulve: 
mit Chrom gegerbt wurde. Sogar nach 96 Stunden Gerbung ging ei: 
geringer Teil des entstandenen Lederpulvers bei Behandlung mit n KCNS 
in Lésung. Durch Fermentierung wurde der LésungsprozeB beschleunigt 
und bis zur Entgerbung gebracht. 

Das Kollagenpulver wurde mit einer 17 g Chrom pro Liter enthaltenden 
Losung chromiert. Fir 5g Pulver wurden 200 cem Lésung gebraucht. 

Fiir die Versuche wurde ein Pulver genommen, das wihrend 4 Stunde: 
chromiert war. Zur Untersuchung der Wirkung von KCNS mit und olin 
Ferment wurden parallele Versuche angestellt. Es wurde wie folgt voi 
gegangen: In zwei Versuchsreihen wurden die Pulvereinwagen mit 30 ccm 
n KOCNS und 0,01 g Trypsin behandelt, in einer dritten Serie wurde nw 
KCNS-L6sung genommen. Die Behandlung wurde bei 37 bis 39° im Thermo 
staten unter Riihrung durchgefiihrt. Nach bestimmten, auf der Tabelle IX 
in Klammern gestellten Zeitabschnitten, wurden die mit Kaliumrhodanid 
hearbeiteten Pulver zentrifugiert; in den Filtraten wurde der Stickstoft 
wie oben beschrieben, mit Tannin gefallt, wahrend die Bodensitze mit 
frischer Rhodanidlésung von neuem behandelt wurden. 


Tabelle LX. 
Auflésen von chromiertem Hautpulver inn KCNS. 
t 37 bis 38°; Wassergehalt 51.3°,,; Gesamt-N 8.19°.; Wasserbestandigkeit 


in Prozenten des Gesamt-N 92,86 ° 








Dauer der . Mit P Mit Ohne _ Mit ; Mit Ohne 
Behandlung Ferment | Ferment” perment Dauer der Ferment Ferment Ferment 
© | Gesamt- in der Behandlung Gesamt- in der 
Std. Stickstoff Lisung 09 Stickstoff Losung ( 

15 (15) 0,75 0.78 0,26 39 ( 7) 4.89 5.07 4.37 
20 ( 5) 1,52 1,60 1,45 45 ( 6) 5 qo 10,54 11,07 4,87 
25 ( 5) 2.11 2,09 1,79 74 (29)]° O1,44*| 50.87") 7,67 

32 ( 7) 3,19 3.39 2.74 


In den mit * bezeichneten Versuchen trat Entgerbung ein. die Losunge: 
waren griin gefarbt. 


Konzentrationssteigerung des Fermentgehalts und VergréBerung 
des Volumens der Rhodansalze beschleunigen den ProzeB. Die wahrend 
48 und 96 Stunden chromierten Pulver wurden in n KCNS dennoch 
gelést: fiir das letztere Pulver war die Aufl6sung minimal. 
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Bemerkenswert ist der langsame Verlauf des Auflésungsprozesses 
on Kollagen in KCNS. Die Versuchsdauer kann daher nicht genau 
ngegeben werden und nur nach dem negativen Ausfall der Tannin- 
illung kann man auf die Beendigung des Prozesses schlieBen. Nauen (6) 
at festgestellt, daB Salze der organischen Sauren und besonders der 
»p-Oxybenzoesdure noch viel starker dispergierende Eigenschaften 
hesitzen als KCNS. Es ist méglich, da} dieses Salz an Stelle von 
Rhodankalium zu besseren Resultaten fiihren wird. 


Schlubfolgerungen. 


1. In Widerspruch zu den Anschauungen von Wi/son und anderen, 
die auf Grund mikroskopischer Untersuchungen annahmen, dab 
Elastin von Trypsin leichter zerstért wird als Kollagen, fiihrten die 
hier beschriebenen Versuche zu dem entgegengesetzten Resultat. 

2. In Ubereinstimmung mit den Arbeiten von Stiasny lieB sich 
feststellen, daB ln und 2n Lésungen von Rhodansalzen die Hydrolyse 
von Kollagen hemmen und die Trypsineinwirkung beschleunigen. Bei 
Elastin wirken gleichkonzentrierte Rhodansalze nicht f6rdernd auf 
Trypsin: sie haben eher eine hemmende Wirkung. Eine Hemmung 
laBt sich noch bei niedrigeren Konzentrationen (n/10)_ feststellen. 
In Lésungen von Rhodanid ohne Ferment wird Elastin bedeutend 
schwerer gelést als Kollagen. 

3. Tanningegerbtes Hautpulver wird weder in neutralen noch in 
sauren n Lésungen von KCNS gelést. Nach dem Verhalten in KCNS.- 
Lisungen kann man die Menge des mit Tannin nicht verbundenen 
Kollagens beurteilen und sich tiber die Geschwindigkeit der Einwirkung 
von verschiedenen pflanzlichen Gerbstoffen eine Vorstellung machen. 

4. Bei der Behandlung von chromiertem Hautpulver mit n KCNS 
wurden ebenso wie bei den Versuchen mit tanningegerbtem Pulver 
keine Falle von Entgerbung beobachtet. Jedoch wurden noch bei 
46 Stunden lang gegerbtem Pulver wahrend der Behandlung mit 
n KCNS Spuren von Kollagen in Losung gebracht. Die Auflésung 
von nicht durchgerbtem Kollagen wird durch Fermentzugabe geférdert : 
wenn die Temperatur dabei auf 50° gehoben wird, tritt Entgerbung ein. 
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Uber die Verkettung der chemischen Vorginge im Muskel. 
Von 


J. K. Parnas, P. Ostern und T. Mann. 
(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat Lwéw.) 
(Eimgegangen am 8. Juni 1934.) 


I. 

Im Laufe von Untersuchungen iiber die Faktoren, welche dic 
Ammoniakbildung hemmen, wurde folgende Beobachtung gemacht: 
In Muskelbrei, welcher durch Zerreiben des frischen Gewebes mit 
dem gleichen Volumen Wasser bei 12 bis 14° erhalten wird, bleibt 
die Ammoniakbildung zunachst ganz aus: wenn gréBere Wassermengen 
zur Anwendung kommen, so erfolgt die Ammoniakbildung sofort, wie 
sie von Parnas und Mozolowski (1) beschrieben worden ist, und ist 
in etwa 2 bis 5 Minuten beendet. Es folgt daraus, daB die ,,traumatische 
Ammoniakbildung’ mit der Verdiinnung eines Faktors zusammenhangt, 
der diesen Vorgang im Gewebe hemmt. Dieser Faktor sind die 
Phosphate: es wurde festgestellt, daB durch Zerreiben der Muskeln mit 
m 10 Kaliumphosphat (py = 7) die Ammoniakbildung fiir 30 bis 
60 Minuten unterdriickt wird. Kaliumchlorid oder Boratpuffer sind 
vollstandig unwirksam. 

Das Eigentiimliche an dieser Hemmung ist, daB sie fiir eine gewisse 
Zeit besteht, daB aber dann die Ammoniakbildung sehr schnell vor 
sich geht. Es folgt daraus, daB es sich nicht um eine Enzymhemmung 
handelt, sondern wahrscheinlich um eine Beeinflussung des Substrats 
der Desaminierung. Es ist bemerkenswert, da zum konzentrierten 
Muskelbrei zugesetzte Adenylsiure sehr schnell desaminiert wird 
Dies stimmt mit der Vorstellung iiberein, zu der wir auf Grund 
der Feststellungen von Mozolowski und Sobczuk (2) gelangt sind, und 
zu der auch die Resultate von 7’. Mann (3) stimmten: daB namlich 
im Muskel einzig und allein die Adenylsiure desaminiert wird, nicht 
aber die Adenosintriphosphorsaure!. 

Eine Methode zur Bestimmung der Adenosintriphosphorsaure (ATP. ) 
fehlte bis jetzt: die tibliche Bestimmung auf Grund der Phosphat 
abspaltung durch 1 mol HCl [(P,; — Po) — (Pa — P;)] gibt nur die 


1 Auf anderer Grundlage haben Barrenscheen und Filz (4), diese Auf 
fassung zuerst ausgesprochen, indem sie sich auf Versuche mit Schmidt 
schen Extrakten stiitzen, welche Adenylsiure, nicht aber ATP. desa 
minieren, und auf Vorstellungen tiber die Konstitution der Adenosin 
triphosphorséure, die sowohl von Lohmann, wie von uns bestritten werden 
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Gesamtzahlen fiir die Ribosepolyphosphorsauren. Wir haben eine 
lethode ausgearbeitet, in welcher das Bariumsalz der Adenosintri- 
hosphorséure aus dem Trichloressigsdureextrakt gefallt und [nach 
Zersetzung mit Schwefelsiure und Inkubation mit Muskelbrei nach 
lem Prinzip von G. Schmidt (5)| das daraus abspaltbare Ammoniak 
estimmt wird. Mittels dieser Methode konnte festgestellt werden, 
i8 im Muskelbrei, in welchem die Ammoniakbildung aufgehoben 
st, die Adenosintriphosphorséure bestehen bleibt, und daB mit dem 
Fortschreiten der Ammoniakbildung im Gehalt an ATP. im gleichen 
MaBe abnimmt. Die Geschwindigkeit der Desaminierung wird durch 
die Phosphatabspaltung bestimmt. 

Die Hemmung der Ammoniakbildung durch m 10 Phosphate 
wird durch Zusatz von n 1000 Jodessigsiure oder n 200 Natrium- 
fluorid vollstandig aufgehoben. Als derjenige Vorgang, welcher die 
Phosphathemmung der Ammoniakbildung bedingt, erscheint dadurch 
die Milchséiurebildung. Die Milchsaurebildung verlauft im Muskel- 
wasserbrei mit der bekannten groBen, spaiter abfallenden Geschwindig- 
keit, im Phosphatbrei ist sie nur etwas verlangsamt. Durch Zusatz von 
Phosphaten zum Muskelbrei gelang es — zum ersten Male Milchsdure- 
hildung ohne gleichzeitige Ammoniakbildung zu beobachten; Ammoniak- 
bidung ohne Milchsiurebildung wird bekanntlich bei  Fluorid- 
vergiftung (6) und Jodessigsiurevergiftung (7) (8) beobachtet. In 
Versuchen an Phosphat-Jodessigsdurebrei wurde genau der gleiche 
Zusammenhang zwischen Ammoniakbildung und Schwund der Adenosin- 
triphosphorséure beobachtet, wie in den angefiihrten Versuchen ohne 
Jodessigsaurezusatz. 

Die Deutung dieser Beobachtungen ergibt sich aus der Annahme, 
daB im Muskel nur die Adenylsiure desaminiert wird. Im konzen- 
trierten Muskelbrei, wie im Phosphatbrei wird die Adenosintriphosphor- 
siure dauernd durch einen Mechanismus regeneriert, der in letzter Linie 
durch Milchséurebildung getrieben wird, und dessen wichtigstes nachstes 
Glied in der von C. Lohmann (9) aufgedeckten Reaktion zwischen 
Adenylsdiure und Phosphorkreatin besteht. In welcher Weise die Am- 
moniakbildung in mit Jodessigsiure vergifteten intakten Muskel 
durch die Aufspaltung der Kreatinphosphorsdure freigegeben wird, ist 
aus alteren Versuchen von .Wozolowski, Mann und Lutwak (Tabelle LV, 
Abb. 1 (7) schén zu ersehen. Der Mechanismus ist nach den Fest- 
stellungen von Lohmann und den hier angegebenen Tatsachen klar. 
Die ..groBe Ammoniakbildung’ geht los, wenn die Kreatinphosphorsaure 


aufgespalten ist und wenn die Adenosintriphosphorsdure nicht wieder auj- 


gebaut werden kann. 
Auf welche Weise die Erhéhung der Phosphatkonzentration in 
diese Vorgange eingreift, kénnen wir nicht genau sagen. Sicher nicht 
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durch eine Beschleunigung der Milchséurebildung; vielleicht ab: 
durch Férderung der Resynthesen des Phosphokreatins und di 
Adenosintriphosphorsaure. Dafiir sprechen direkte Beobachtungen am 
Phosphatmuskelbrei. Aus symmetrischen Muskeln findet man z. B 
im Phosphatbrei 128 mg-°, im Wasserbrei gleichzeitig (3 Minute: 
nach Zerreibung) 37 mg-°, Phosphokreatin-P. 


Die Hemmung der Desaminierung durch Phosphate oder im 


konzentrierten Muskelbrei — verschwindet nach einiger Zeit: die von 
Mann (3) beobachtete Steigerung der Ammoniakabspaltung aus Adeny)- 
siure in Muskelextrakten mit der Alterung ist damit verwandt. Was 
dabei im Mechanismus ausfallt, laBt sich heute noch nicht  er- 
kennen, im Spiel der Phosphatabspaltung und des Wiederaufbaue- 
der ATP. erhalten sich z. B. im Wasserbrei noch nach einer Stunde 

wie wir mit der neuen Methode festgestellt haben — Mengen von etwa 
1/, der urspriinglich erhaltenen Adenosintriphosphorsaure; — aber 
schlieBlich miissen sie durch Desaminierung auf der intermediaren 
Stufe der Adenylsiure aufgezehrt werden, womit auch die Milchsaure 
bildung zum Stillstand kommt. Anders in Gegenwart von Jodessig 
siure: sowohl im Phosphatbrei wie im Wasserbrei ist die Adenosin- 
triphosphorséure nach wenigen Minuten fast vollstandig verschwunden, 
unter maximaler Ammoniakbildung und unter vollstandiger Ab 
spaltung der mit Ba (OH), fallbaren, [(P, — Po) — (P39 — P;)]-labilen 


Phosphorreste. 


Die Ammoniakbildung aus Adenosintriphosphorsaure erfolgt nur 
auf der Adenylsaurestufe des Kreislaufs und ist kein Glied in dem 
energieliefernden Zyklus dieser Substanz. Da8 sie unter physiologi- 
schen Bedingungen erfolgt, kann nur im Sinne einer schon frihe: 
geauBerten Vermutung (10) gedeutet werden: daB es sich namlich 
um die Ausschaltung bestimmter Teile des Muskelmechanismus 
handelt. Diese werden dadurch bis zur oxydativen Erholung 
stillgelegt, und durch diese oxydative Erholung wird, zugleich mit 
dem Substrat der Glykolyse, auch das spezifische Element des 
Co-Ferments zuriickgebildet. 


II. 


Weitere Versuche haben gezeigt, daB im Phosphatmuskelbre: 
— dieses experimentelle Objekt verhalt sich in chemischer Beziehung 
dem intakten Muskel ahnlich — eine klare Beziehung zwischen Er- 
haltung und Wiederaufbau der ATP. einerseits, der Ammoniakbildung 
andererseits besteht. Setzt man zu einem solchen Muskelbrei Adeny! 
siiure, so findet man sie nach 10 Minuten (bei 12°) zu zwei Dritteln 
als ATP. wieder, zu einem Drittel als Ammoniak; nach einer Stund 
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vei Drittel als Ammoniak, ein Drittel als ATP. Die Adenylsdur 
tim Muskel nicht bestdndig: sie wird entweder zu Adenosintriphosphor- 
jure aufgebaut, oder desaminiert. Auf Grund dieser Feststellung laBt 
sich die Rolle der Ammoniakbildung im Chemismus der Muskeln 
folgendermaBen zusammenfassen: Auf die Freilegung der Adenyl- 
siure durch Léslésung von zwei Phosphorsdureresten im ersten 
Akt der anaeroben Erholungsvorginge folgt die Lohmannsche Reak- 
tion (1), in welcher durch Umsatz mit Phosphokreatin die Adenyl- 
siure in Adenosintriphosphorséure zuriickverwandelt wird. Dies hat 
zur Voraussetzung, daB die anaerobe Erholung, mit EinschluB des 
Zuckerabbaus, mit einer idealen, vollstandig reversiblen Leistungs- 
fahigkeit wirkt. Soweit aber diese Reaktionsfolge teilweise versagt 

Ermiidung — dann verfallt die nicht zuriickverwandelte Adenyl- 
siure der Desaminierung. Diese Desaminierung verlduft bei der hohen 
Aktivitat der desaminierenden Fermente im Muskel mit jener groBen Ge- 
schwindigkeit, die wir im jodessigsdurevergifteten Muskel (111. Periode (2)], 
sowie in mit Jodessigsdure, Fluoriden oder einfach mit Wasser versetztem 
Muskelbrei beobachten und die in wenigen Minuten alle Adenylsdure 
in Inosinsiure umwandelt: sowohl eigene, als zugesetzte Adenylsaure. 
Durch Aufhebung der Glykolyse, des letzten Gliedes in der Reihe der 
anaeroben Erholungsvorgdange, hemmen Fluoride oder Jodessigsdure div 
Synthese der ATP., und dadurch fdllt die Adenosinmonophosphorsdure 
der Desaminierung anheim. 

Im physiologischen Geschehen kann man sich die Vorgange 
folgendermaBen vorstellen: im Zyklus der anaeroben Erholungs- 
vorginge wird — als erstes Glied — die strukturgebundene ATP. zu 
Adenylsaure aufgespalten; aus den Spaltprodukten und in den weiteren 
Gliedern der Reaktionsfolge wird die ATP. wieder aufgebaut. Diese 
weiteren Glieder bestehen, — wie wir jetzt annehmen diirfen aus 
Reaktionen, in welchen Phosphorséurereste aus organischen Bindungen 
in die aufzubauenden Stoffe tibertragen werden: aus Phosphokreatin 
auf Adenylsdure, aus einem Intermedidrprodukt des Zuckerabbaus auf 
Kreatin. Die Folge der anaeroben Erholungsvorgange ist aber letzten 
Endes an die vorangegangene oxydative Erholung gebunden; die 
Bedingung des Zuckerabbaus ist aber die Anwesenheit der Adenosintri- 
phosphorséure, des Coenzyms. Wenn in einem funktionellen, sub- 
mikroskopischen oder sichtbaren Element der Muskelmaschine die Vor- 
ginge der anaeroben Erholung zu versagen beginnen, so wird durch Des- 
aminierung der Adenylsadure die unmittelbare Vorstufe des Co-Ferments 
ausgeschaltet, und die anaerobe Reaktionsfolge dadurch so lange 
aufgehalten, bis im Laufe der oxybiontischen Erholung sowohl das 
Substrat der Glykolyse, als auch die Muttersubstanz des Co-Ferments 
wiederhergestellt worden sind. 
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Die Zusammenhange zwischen dem Bestehen der Adenosint: 
phosphorsiure (ATP.) einerseits, dem Ablauf des Zuckerabbaus 
dessen Bedingung andererseits, lassen unter gewissen experi. 
mentellen Voraussetzungen aus der Ammoniakbildung im, Muske! 
auf Vorginge schlieBen, an welche die Synthese der ATP. gebunden 
ist. Im Phosphatmuskelbrei ist die Ammoniakbildung aufgehoben; 
Zusatz von Fluorid oder Jodessigsaure, die den Zuckerabbau in ander 
Bahnen lenken, lést die Ammoniakbildung wieder aus. Falls es méglich 
wire, durch Zusatz von Substanzen, welche als Intermediarprodukt: 


des Zuckerabbaus in Frage kommen, die Ammoniakbildung im Phosphat. 


brei in Gegenwart jener Gifte zu unterdriicken, so waren daraus gewiss: 
Schliisse iiber die Roile dieser Intermediarprodukte zu ziehen: falls 
es sich z. B. herausstellen sollte, daB Brenztraubensiure oder Phospho- 
glycerinsiure die Fluoridwirkung aufhebt. Wir haben diese Fray: 
experimentell untersucht. Die Ergebnisse der Versuche sind in experi- 
menteller Beziehung deutlich; Fehlschliisse sind dadurch vermieden 
daB sowohl das entstehende Ammoniak, als die im Muskelbrei enthaltene 
Adenosintriphosphorséure gesondert bestimmt werden. 


I. Im Phosphatbrei mit Fluorid (n 400 bis n 60 NaF) wird di 
Ammoniakbildung durch Zusatz von Brenztraubensdure sowie Phos pho- 
glycerinsdure! aufgehoben, aber weder durch Zusatz von Milchsdure, 
noch von Glycerinphosphorsdure oder von Harden- Young-Diester'. 


II. Im Phosphatbrei mit Jodessigsdure wird die Ammoniakbildung 
nur durch Phosphoglycerinsdure aufgehoben, aber weder durch Brenz- 
traubensdure noch durch die genannten Verbindungen. 

Als Beispiel der GréBe der Effekte sei folgender Versuch angefiihrt: 
im Fluoridbrei ohne Brenztraubensaure ist nach 10 Minuten bei 13°C 
7,48 mg-°, NH,-N und 1,38 mg-°%, abspaltbares ATP.-N_ enthalten 
In demselben Brei werden in Gegenwart von m/50 Natriumpyruvinat 
nach 10 Minuten 1,60 mg-°, NH,-N und 7,02 ATP.-N gefunden. 


Es geht daraus hervor, daB der Wiederaufbau des Phospho- 
kreatins und der Adenosintriphosphorséiure nicht an die Glykolyse 
als Ganzes, sondern an bestimmte Teilvorginge gekniipft ist: und 
dies fiihrt weiter zum SchluB, daB es sich bei diesem Wiederaufbau 
nicht um eine Beziehung handelt, die man etwa als_,,energetiscl 
Koppelung’ bezeichnen kénnte, sondern viel wahrscheinlicher um 
eine Ubertragung von Phosphatresten von Molekiil auf Molekiil, in 


1 Wir verdanken diese Substanzen der Freundlichkeit von Herm 
C. Neuberg, der uns reichliche Mengen davon iiberlieB, und dem wir t 
diese Férderung herzlichst danken. 
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ner Reaktion ahnlicher Art, wie sie Lohmann (9) fiir die Diphosphory- 
rung der Adenylsaure durch Phosphokreatin aufgedeckt hat. 
Die Feststellung, dap in Gegenwart von Jodessigsdure im Muskel- 


Phosphatbrei nur die Phosphoglycerinsdure die Ammoniakbildung 


mmt, lapt diese Substanz fiir die Resynthesen besonders bedeutungs- 
Al erscheinen. 

y . , . . . 

Uber die Art der Umwandlungen, welchen in diesen Versuchen 
die Phosphoglycerinsaure und die Brenztraubensiure  unterliegen, 
vermégen wir nur folgendes auszusagen: 

Im Fluoridbrei wirkt sowohl Phosphoglycerinsaure als Brenztrauben- 
siure, und zwar wirkt die Brenztraubensaure starker. Nach den Vor- 
stellungen iiber den intermediaren Verlauf der Glykolyse im Muskel, die 
sich aus den Arbeiten von Embden, Deuticke und Krait (11), sowie von 
Meyerhof und Kiessling (12) ergeben haben, wird der Cbergang von Phospho- 
glvcerinsdure in Brenztraubenséiure durch die Fluoridvergiftung unter- 
brochen. Die Aufhebung der Ammoniakbildung durch Brenztraubensaure 
ware als mit dem SchluBakt der Milchsaiurebildung aus Brenztraubensaure 
verbundener Wiederaufbau der ATP. zu verstehen. Die Aufhebung durch 
Phosphoglycerinsdéure kann aber nicht iiber die Brenztraubensaure verlaufen : 
wir haben uns davon iiberzeugt, daB in ganz klaren Versuchen, in welchen 
die Ammoniakbildung im Phosphatfluoridbrei durch zugesetzte Phospho- 
glycerinsdure vollstandig gehemmt war, weder Methylglyoxal noch Milch- 
siure entsteht. 

In Jodacetatphosphatbrei hemmt nur die Phosphoglycerinsaure die 
Ammoniakbildung, nicht die Brenztraubensaure. Die Hemmung des 
Zuckerabbaus durch Jodessigsiure wird als Aufhebung der Dismutation 
zwischen Brenztraubenséaure und Glycerinphosphorséureestern aufgefabt : 
jedenfalls eines Vorgangs, der unterhalb der Brenztraubensaurebildung 
liegt. Wir schlieBen daraus, daB die Verbindung zwischen dem Wieder- 
aufbau der ATP. oder intermediir des Phosphokreatins auf einer 
Stufe des Zuckerabbaus erfolgt, die im Fluoridbrei von der Brenztrauben- 
siure und der Phosphoglycerinsiure, im Jodessigsiurebrei nur von der 
Phosphoglycerinséure aus erreicht werden kann. DaS im Jodacetatphosphat- 
brei aus zugesetzter Phosphoglycerinsiure keine Milchsiure und kein 
Methylglyoxal entsteht, davon haben wir uns in Versuchen mit aufgehobener 

. . +] 

Ammoniakbildung iiberzeugt. 

Die Verbindungen, an deren Umwandlung die Phosphatiiber- 
tragung an Kreatin, und tiber Phosphokreatin an Adenylsdure ge- 
bunden ist, ware also zwischen der Phosphoglycerinsiure und det 
Brenztraubenséure zu suchen. Da hier noch intermedidre Vorgang: 
bestehen, ist aus dem Vorkommen der Diphosphoglycerinsaure zu 
schlieBen, und aus deren Abbau zu Brenztraubensaure, den Newberg (13) 
soeben beschrieben hat. Die hohen Stufen des Zuckerabbaus sind je dentalls 
mit dem Wiederaufbau der stickstoffhaltigen Betriebsstoffe des Muskels 
nicht verbunden; dies geht aus der Wirkungslosigkeit des Harden- Young- 
Di-esters, sowie des aus ihm jedenfalls im Fluoridbrei und im Jod- 
acetatbrei gebildeten Dioxvacetonphosphats (14) hervor. Reaktions- 
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gleichungen, welche die Ubertragung von Phosphatresten aus Phospho- 


glvcerinsiure oder Diphosphorglycerinsiure auf Kreatin darstellen, 
sind leicht zu formulieren; sie mégen aber hier unterbleiben, solany: 
die materielle und energetische Grundlage fiir sie fehlt. 
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II. Mitteilung: 
(‘ber die Wirkung des I- und d-Histidins auf die Girung der Hefe Torula utilis. 
Von 
G. F. Gause. 
(Aus dem Zoologischen Institut und der biophysikalischen Arbeits- 
gemeinschaft der Universitat Moskau.) 
(Eingegangen am 12, Juni 1934.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Nach vielfaltigen Erfahrungen besitzen die stereo-isomeren Ver- 
bindungen aller Kérperklassen ungleiche biologische Wertigkeit. Um 
bei der Fille des Materials einen speziellen Fall genauer zu_priifen, 
haben wir Versuche mit Torula utilis ausgefiihrt. 

Bei der Kultivierung auf verschiedenen Stickstoffquellen bildet Torula, 
wie Gorr und Wagner! gezeigt haben, ganz verschiedene enzymatische 
Systeme aus, so daB an ein und demselben Objekt die Wirkung der An- 
wesenheit oder Abwesenheit eines spezifischen Rezeptors nachzuweisen ist. 





1. Die Wirkung des 160 


l- und d-Histidins auf den 
Glucoseverbrauch. 


Eine Reinkultur von Torula 
utilis wurde im Laufe eines Monats 
auf einem Nahrboden der folgen- 
den Zusammensetzung kultiviert : 
5g (NH,),SO,, 3g KH,PO,, 
01g CaCh, 0g MgSO, 50g 
Zucker auf 1000 ccm doppelt dest. 
Wasser. Temperatur 26° C. 
Fiir das Experiment wurden 





| /- Histidin 
| ©31% 


00 |—° 05% 


2 001% 


Verbrauchte Gluces. 


Zellen einer intensiv wachsenden 
Kultur entnommen und sorgfaltig qo} 
auf der Zentrifuge mit einer 
KCaMg-Lésung ausgewaschen. 
Alsdann wurde 0,15 °,ige Glucose 
hinzugegeben und die Fliissigkeit 

in Portionen von je 6 ccm in kleine 6,020 -— ; , r 7 
Erlenme yer-Kolben gegeben. t (Stunden) —> 

Mittels Glucosebestimmung = in Abb. 1. 

0.1 ecem nach Hagedorn und Die Wirkung des I- und d-Histidins auf den 
Jensen? kénnen wir leicht die Glucoseverbrauch. 


0,060 


ohne tistiain 





1 G.Gorr u. J. Wagner, diese Zeitschr. 266, 96, 1933. 2 Hagedorn 
u. Jensen, ebenda 135, 46, 1923. 
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Kinetik des Glucoseverbrauchs durch die Hefe, der im Laufe der erst: 
6 Stunden fast geradlinig verlauft, charakterisieren. 

Um die Wirkung des Histidins festzustellen, fiigten wir l- und d-Histid 
monohydrochlorid (von der Firma Paul Altmann, Berlin) in verschieden 
Konzentrationen hinzu. Hierbei wurde die Wasserstoffionenkonzentrat io) 
kontrolliert und mittels NaHCO, ausgeglichen. 

Wie Abb. 1 zeigt, wirkt |-Histidin in einer Konzentration von .| 
bis 0,01 °,, fast gar nicht, wahrend das d- (unnatiirliche) Histidin in dey 
gleichen Konzentrationen den Glucoseverbrauch stark hemmt. Dale 
geniigt fiir eine Hemmung eine auBerst schwache Konzentration des 
Histidins (0,001°, nach Tabelle I). Erwahnt sei noch, daB Torula 
utilis ein scharf ausgesprochener Anaerobier ist, und daher sowoll! 
in einer Wasserstoffatmosphare als auch bei Luftzutritt im allgemeinen 
die gleichen GesetzmaBigkeiten beobachtet werden. 


2. Die Wirkung des Il- und d-Histidins auf die Kohlensiureproduktion. 


Gorr und Wagner haben gezeigt, daB die auf Glykokoll gewachsen 
Torula utilis die Fahigkeit besitzt, Asparagin zu spalten, wahrend 
eine auf Ammoniumsulfat kultivierte Torula dies nicht tut!. Man 
konnte erwarten, daB in den oben beschriebenen Versuchen die aut 
Ammoniumsulfat kultivierte Torula das zum Eingehen einer spezi- 
fischen chemischen Verbindung mit dem Histidin, fahige Enzym nicht 
besitzen werde, und dab unter diesen Bedingungen d-Histidin das 
Garungsferment hemmte. Es sollte nun gepriift werden, ob die An- 
wesenheit des spezifischen Enzyms die Hemmung der Garung durc! 
d-Histidin aufhebt. 


Zu diesem Zwecke wurde eine Torula utilis-Kultur im Laufe eine- 
Monats auf einem als Stickstoffquelle nur Glykokoll enthaltenden Nah: 
boden gezogen, eine zweite dagegen auf einem nur Ammoniumsulfat ent 
haltenden [0,06 °% KH,PO,, 0,03° MgSO,, 3% Zucker, 0,05 n Glykoko! 
oder 0,05 n (NH,).SOy,}. 

In den Experimenten wuschen wir ebenso wie friiher die Hefe aus 
und untersuchten die Vergarung von 0,2 %iger Glucose in stickstoffreiem 
K-Mg-Medium in Anwesenheit von 0,01 1- oder d-Histidinmonohydr 
chlorid. Hierbei wurde die [H’] des Mediums in der Kontrollfliissigkeit 
(Glucose ohne Histidin) mit der des Hauptversuchs (pH etwa 5,3) mit 
Hilfe von KH,PO, zur Ubereinstimmung gebracht. 

Die Garungsmessung (in 1 cem) geschah manometrisch nach Warbury 
bei 28°C. Hierbei wurde die GefaBkonstante fiir die gebildete Garung 
kohlensiure nach der Formel® 
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10 000 


Koo, 


' Vgl. auch H. Pringsheim, Die Variabilitat niederer Organisme: 
Berlin 1910; R. B. Haines, Biol. Rev. 9, 235, 1934. — 2 O. Warburg, dit 
Zeitschr. 189, 350, 1927. — ® Derselbe, ebenda 165, 196, 1925. 





nO] 
1 den 
abe 
1 des 
orula 
wohl 


nen 


sene 
rend 
Man 
» aul 
pezi- 
nicht 
das 
An- 


ure! 


eine s 
yaihy 
ent 


okol| 


Raumautbau des Protoplasmas. IJ. 


verechnet, wobei ae (Bunsenscher Absorptionskoeffizient fiir Kohlen- 
saure) bei 7° gleich 0,70 gesetzt wurde. 

Im Falle der (N H,),8 O,-Hefe haben wir eine volle Ubereinstimmung 
mit den friiher erhaltenen Angaben (Abb. 2). Das d-Histidin hemmt 
lie Garung stark, wobei die Kohlenséureproduktion durchschnittlich 
0.71 der Produktion ausmachte, 
die im Falle von ]-Histidin statt- 
findet (im Mittel einer ganzen 
Reihe von  Versuchen). Bei 
Glykokollhefe verschwindet_ in- 
dessen die hemmende Wirkung 
des Histidins fast vollstandig, und 
die Kohlenséureproduktion — in 
Gegenwart des d-Isomers betragt 
bereits 0,91 derjenigen, die bei 





50 
Glyhokoll-Hefe 





Gegenwart der anderen Form 
festgestellt wird. Es ist somit 
gezeigt worden, daBs die auf 
Glykokoll gewachsene Hefe in 

bedeutendem Mae der Hem- bane 
mung der Zuckervergarung durch Jey 
d-Histidin widerstehen kann. VAC, 
Sie diirfte iiber ein Enzym ver- ast" 
fiigen, das eine spezifische chemi- an 
sche Verbindung mit der Amino- 
sdure eingeht und so die Hemmung a 7 * 
ausschaltet. t (Minuten) —~ 
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Fiir die Warburgsche Appa- aS, 
Die Wirkung des I- und d-Histidins 


" * spreche ic arr yr 2 
ratul —" che ich Herrn Dr. auf die Kohlenséureproduktion yon 
Eugen Wermel meinen Dank aus. Torula utilis. 


Tabelle I. 
Die Wirkung des |- und d-Histidins auf den Glucoseverbrauch 
von Torula utilis. 
(Verbrauchte Glucose nach 9 Stunden; Anfangskonzentration 0,15 °,.) 





Verbrauchte Glucose 


Konzentration des Histidins anaerobe Be- aerobe Be- 
dingungen (H.) dingungen (Luft) 


0 


montroue. . . ee O111 0,089 
. 0,001%,iges l-Histidin . 0.117 0,091 
3. 0,001°% iges d-Histidin . 0.096 0.080 
. 0,0001°,iges 1-Histidin . 0,117 0.089 
. 0,0901° iges d-Histidin . 0.120 0.086 














Untersuchung von Fizes auf organische Basen. 


Von 
Hermann Burchard. 
(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut und der Universitats-Kinder 
klinik der Universitat Wiirzburg.) 


(Eingegangen am 16. Juni 1934.) 


In den Theorien tiber die sogenannte alimentare Intoxikation de1 
Sauglinge spielt die Lehre von der Bildung und Resorption giftige: 
Amine, insbesondere des Histamins, eine groBbe Rolle. Bis heute ist 
die Entscheidung dariiber noch nicht gefallen, ob es in erster Linie 
Amine oder hochmolekulare Bakteriengifte sind, die im Verein mit 
anderen Einfliissen (Exsikkation, endogene Diinndarminfektion) das 
Krankheitsbild der Sauglingsintoxikation hervorrufen. Eine syste- 
matische Untersuchung von Sauglingsstiihlen auf ihren Gehalt an 
organischen Basen ist unter streng chemischen Gesichtspunkten noch 
nicht durchgefiihrt worden. Trotzdem wurden weitgehende Schliisse 
aus dem vielfach als gesichert geltenden Amingehalt der Stiihle und des 
Darminhalts gezogen. 

Ich sammelte zum Zweck einer planmaBigen Aufarbeitung iiber 
Monate hin normale Stiihle von Flaschenkindern, die ihrem Alter 
entsprechend auch mit Beikost (Gemiise, Obstsaft) ernahrt wurden, 
und ausgesprochen durchfallige Stiihle von Sauglingen, die eine Dyspepsie 
durchmachten. Stiihle von typischen Intoxikationsfallen waren nicht 
darunter. Zum Vergleich dienten etwa 10 kg normale Erwachsenenstiihle. 


Bei der im folgenden beschriebenen Untersuchung achtete ich be- 
sonders auf die mégliche Anwesenheit von Histamin. Ich betrachtete es 
jedoch als meine Hauptaufgabe, die Stiihle planmaSig aufzuarbeiten und 
organische Basen, soweit sie zu erhalten waren, nach Méglichkeit zu isolieren. 


Die Stiihle wurden teils durch Anséuern mit Schwefelsiure und 
Toluolzusatz, teils durch Zugabe von Alkohol bis zur Verarbeitung vor 
weiterer bakterieller Zersetzung geschiitzt. Der Erwachsenenkot 
muBte zum Zwecke der Verteilung einmal in der dreifachen Menge 
Wasser bei schwach schwefelsaurer Reaktion aufgekocht werden. 
Die Séiuglingsstiihle wurden nach vorheriger Filtration, der Erwachsenen 
stuhl unfiltriert bei Gegenwart von ungefaihr 5°, Schwefelséure mit 
Phosphorwolframsaure ausgefallt. Ich zersetzte dann den Niederschlag 
mit Baryt in der Hitze, beseitigte aus dem Filtrat das Ammoniak 
weitgehend durch Vakuumdestillation bei barytalkalischer Reaktion. 
worauf nach Ausfallung des Bariums mit CO, und schlieBlich mit 
H,SO, und Abtrennung des Bariumsulfats bei schwach schwefel- 
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aurer Reaktion eingeengt wurde. Die aus dieser Lésung mit Silber- 
\itrat ausfallbaren Basen wurden als Purinbasenfraktion bezeichnet. 
Zum Filtrat derselben gab ich weiter Silbernitrat sowie Baryt, bis durch 
Zugabe des letzteren keine Fallung mehr erfolgte. Das Filtrat der so 
erhaltenen Silberbarytfraktion wurde als Lysinfraktion bezeichnet. 
Die Untersuchung der Purinbasenfraktionen soll in einer spateren 
Mitteilung geschildert und hier nur tiber die Aufteilung der Silberbaryt- 
und Lysinfraktionen berichtet werden. 


Ia. Erwachsenenkot, Silberbarytfraktion, 253 mg N. 


Proben von Jaffé, Millon und Adamkiewicz-Hopkins negativ. Saka- 
yuchtiund Pauly (Diazoreaktion) positiv. Zuerst wurde aus kleinem Volumen 
bei salzsaurer Reaktion mit Flaviansaure gefallt. Der entstandene Nieder- 
schlag wog nach Waschen mit 5°%iger H,SO, und Trocknen 430 mg. 
Er wurde durch Verreiben mit Wasser und Barytpulver zersetzt. Das 
Filtrat des Baryumflavianats entfarbte ich (nach Beseitigung des iiber- 
schiissigen Baryums durch CQO,) bei schwefelsaurer Reaktion mit Hilfe 
von etwas Tierkohle und engte im Vakuum zur Trockne ein, nachdem die 
Schwefelsiure, wieder unter Vermeidung eines Uberschusses, an Baryt 
gebunden war. Hieran schlo®B sich eine Fallung mit wasseriger Pikrinsaure. 
Den entstandenen Niederschlag saugte ich ab, wusch einmal mit wenig 
kaltem Wasser und fiihrte ihn mit Hilfe von Salzsiure und Ather in eine 
Lésung des Chlorids tiber. Aus dieser lieB sich durch Fallung mit Gold- 
chlorid das Goldsalz des Putrescins gewinnen. Es wurde in lufttrockenem, 
kristallwasserhaltigem Zustande analysiert. 

1. 4,478 mg Substanz gaben 1,060mg CO, und 0,890mg H,O und 
2,190 mg Au. 

2. 7,99 mg Substanz gaben 3,910 mg Au 
C,H,.N,.2 HAuCl, + 2H,O. Ber.: C 5,97, H 2,26, Au 49,04%; 

gef.: C 6,45, H 2,22, Au 48,91, 48,88 %. 


Das Salz schmilzt bei 210 bis 220°. 

Aus der Mutterlauge des Pikrats wurde nach Beseitigung der Pikrin- 
sdure wieder ein Flavianat hergestellt, das mit ziemlicher Wahrscheinlichkeit 
als Argininflavianat angesprochen werden kann, denn einerseits gab die 
Lésung, aus der dieses Salz gewonnen war, noch deutlich die charak- 
teristische Reaktion nach Sakaguchi, andererseits sprechen die Analysen- 
zahlen dafiir. Leider reichte die Menge nicht zur Gewinnung eines zweiten 
Salzes aus. 

3. 4,906 mg Substanz gaben 6,985 mg CO, und 1,84 mg H,O 

C,H,,N,O,.C,,H,N,SO,. Ber.: C 39,32, H 4,13%; 
gef.: C 38,83, H 4,20%. 


IIb. Erwachsenenkot, Lysinfraktion. 1145 mg N. 


Diese gab auBer der Paulyschen Diazoprobe und der Reaktion 
von Sakaguchi auch die Millon-Probe, doch gelang hier die Isolierung 
von Tyramin, an das man denken konnte, nicht. Die Jaf/ésche und 
Adamkiewicz-Hopkinssche Probe fielen negativ aus. Diese Fraktion 
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war von allen untersuchten am schwersten zu reinigen und bei der Bi 
handlung mit den verschiedensten Fallungsmitteln entstanden anfang 
nur Schmieren. SchlieBlich wurde folgender Weg beschritten: 


Die Basenlésung wurde nach Einengung zum Sirup bei salzsaure: 
Reaktion im Vakuum mit Hilfe von alkoholischem Quecksilberchloric 
gefallt. Die Fallung stellte ein zihes Harz dar, von dem abgegossen wurde 
Ich léste es in starker Salzsiure und fiihrte das Salz mit Hilfe von Schwefe! 
wasserstoff in eine Lésung des Chlorids tiber. Diese lieferte nach dem Ein 
engen bei Zusatz von 30 %iger alkoholischer Platinchloridlésung eine imme: 
noch harzige Fallung, die abgetrennt und mit Schwefelwasserstoff in da 
Chlorid verwandelt wurde. Da dieses auch nach Reinigung iiber ein Gold 
salz noch nicht kristallisierte, wurde nach Beseitigung des Chlors mit ge 
sittigter wasseriger Pikrinsdure gefaillt und ein feinkérniger, kristallinische: 
Niederschlag erhalten (260 mg). Dieses Pikrat war noch nicht rein, liefert: 
aber nach Behandeln mit Salzsiure und Ather ein Chlorid, das sich als 
das des Cadaverins erwies. 

4. 8,875 mg Substanz gaben 14,460 mg AgCl. 


5. 7,00 mg Substanz gaben 0,960 cem N, (739 mm, 20°). 
C;H,,N,.2HCl. Ber.: Cl 40,51, N 16,04%; 
gef.: Cl 40,30, N 15,54%. 


Ila. Normaler Siuglingskot, Silber-Barytfraktion. 


Hier waren von den friiher angewandten Farbenreaktionen nur di 
Paulysche Diazoprobe und Sakaguchische Reaktion positiv. Die Fraktion 
enthielt 390mg N und wurde bei salzsaurer Reaktion mit Flaviansaure 
gefallt. Es entstanden 4,8 g eines Flavianats, das wie oben geschildert in 
eine Lésung der freien Basen verwandelt wurde. Diese versetzte ich, nachdem 
sie auf ein kleines Volumen gebracht war, mit wiasseriger Pikrinséure. E-~ 
schieden sich 643 mg eines Pikrats ab, das nach dem Umkristallisieren be) 
241 bis 245° schmolz. Aus den Analysen ergibt sich, daB es sich um Putrescin 
pikrat handelt. Das Salz zersetzte sich bei 241 bis 245°. 





6. 4,724 mg Substanz gaben 6,12 mg CO,, 1,42 mg H,O. 
7. 6,670 mg Substanz gaben 1,176 cem N, (752mm, 19°). 
C,H,.N,.2C,H,;N,0,. Ber.: C 35,13, H 3,32, N 20,55 % 
gef.: C 35,33, H 3,36, N 20,39 %. 
Mit Hilfe von Salzsiure und Ather wurde der Rest des Pikrats in das 
Chlorid verwandelt, welches die fiir Putrescinchlorid erwarteten Werte gal 


8. 4,983 mg Substanz gaben 5,435 mg CO, und 3,88 mg H,0O. 


9. 9,89 mg Substanz gaben 17,705 mg AgCl. 
10. 6,940 mg Substanz gaben 1,032 cem N, (740 mm, 19°). 
C,H,.N,.2HCl. Ber.: C 29,8; H 8,7, N 17,4, Cl 44,05%; 
gef.: C 29,75, H 8,71, N 16,93, Cl 44,30°%. 
Die Mutterlauge des Putrescinpikrats lieferte beim Einengen auf ein 
kleineres Volumen das leichter lésliche Pikrat des Cadaverins, welches in 


das Chlorid iibergefiihrt und als solehes analysiert wurde. Es schmolz 
bei 244 bis 247°. 
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4,564 mg Substanz gaben 5,630 mg CO, und 3,680 mg H,O. 
10,600 mg Substanz gaben 17,005 mg AgCl. 
4,705 mg Substanz gaben 0,668 cem Ny, (745 mm, 18,5°). 
C,H,,N,.2HCl. Ber.: C 34,27, H 9,21, Cl 40,51, N 16,04%; 
gef.: C 33,65, H 9,02, Cl 39,70, N 16,31 %. 
Die Mutterlauge des Cadaverinpikrats wurde mit Schwefelsiure und 
\ther von der Pikrinsiure befreit und nach fast vollstandigem Beseitigen der 
Schwefelsaiure und Einengen auf ein kleines Volumen einer erneuten Flavian- 
<aurefallung unterzogen. Der schwerlésliche Niederschlag gab nach Ab 
saugen und Umkristallisieren aus Wasser die Werte des Argininflavianats. 
14. 4,960 mg Substanz gaben 7,135 mg CO, und 1,810 mg H,O. 
15. 6,325 mg Substanz gaben 0,925 cem N, (744 mm, 18,5°). 
C,H,,N,0. .C,H,N,SO,. Ber.: C 39,32, H 4,13, N 
gef.: C 39,23, H 4,08, N 
Fiir das Vorhandensein von Arginin spricht ferner, daB nach 
Beseitigung der Flavianséure aus der geringen Menge des noch vor- 


handenen Salzes die itibrigbleibende Basenlésung eine intensive Saka- 
quchésche, aber keine Diazoprobe gab. Bei Behandeln mit Salpeter- 
sdure und Kupfercarbonat lieB sich eine blaue Lésung erhalten, die 
allerdings nicht zur Abscheidung der blauen Kristalle des Arginin- 


kupfernitrats gebracht werden konnte. 


ILb. Normaler Siuglingskot, Lysinfraktion 742 mg N. 


Die oben erwahnten Farbenreaktionen waren hier saimtlich negativ. 
Da sich herausstellte, daB eine Vorfallung mit alkoholischer Quecksilber- 
chloridlésung zu keinem reinen Korper fiihrte, wurde nach Beseitigung 
der angewandten Fallungsmittel mit Quecksilbersulfat und Schwefelsiure 
nach Hopkins gefallt. Den Niederschlag zersetzte ich mit Schwefelwasser- 
stoff und fallte nach Beseitigung des Quecksilbersulfids und iibersehiissigen 
Schwefelwasserstoffs aus sehr kleinem Volumen bei salzsaurer Reaktion 
mit 80°,iger Goldchlorwasserstoffsiure. Der Niederschlag wog trocken 
729 mg und bestand aus noch nicht ganz reinem 7’-Butyrobetainchloraurat 
(gef. 40,98°, Au). Zur Reinigung des Korpers wurde das Goldsalz durch 
Sechiitteln mit kolloidalem Silber in das Chlorid verwandelt und dieses mit 
alkoholischem Platinchlorid gefallt. Das entstandene Platinat kristallisierte 
ich aus verdiinnter Salzséiure um und fiihrte es wiederum mit Silber in das 
Chlorid iiber. Die sich hier anschlieBende Fiallung mit Goldchlorid fiihrte 
zu reinem 7-Butyrobetaingold. Die Substanz hatte den richtigen Schmelz- 
punkt von 183°, der Mischschmelzpunkt mit einem reinen Praparat anderer 
Herkunft zeigte keine Depression. 

l5a. 4,881 mg Substanz gaben 3,080 mg CO, und 1,360 mg H,O. 

15b. 9,240 mg Substanz gaben 3,753 mg Au. 

l5c. 6,230 mg Substanz gaben 2,540mg Au. 

15d. 5,850 mg Substanz gaben 0,181 cem N, (749 mm, 19°). 

C,H,,NO,.HAuCl,. Ber.: C 17,3, H 3,32, Au 40,65, N 2,89%; 
gef.: C 17,21, H 3,12, Au 40,62, N 3,57%. 


40,77. 
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Illa. Pathologischer Siuglingskot, Silber-Barytfraktion 183 mg N. 


Von den erwahnten Farbenreaktionen waren nur die nach Pauly un 
Sakaguchi positiv. Auch hier wurde zuerst eine Flaviansaurefallung, un: 
zwar in einer Menge von 1,73 g gewonnen. In der friiher geschilderte: 
Weise wurde aus dem Flavianat die Flaviansaiure beseitigt und nun ein 
Pikrinséurefallung vorgenommen. Es fielen zuerst 280 mg eines Pikrats 
aus dem sich durch Salzsiure und Ather das Chlorid des Putrescins ge 
winnen lie. 


16. 4,819 mg Substanz gaben 5,255 mg CO, und 3,650 mg H,O. 
17. 7,240 mg Substanz gaben 1,069cem N, (740mm, 20°). 


18. 6,900 mg Substanz gaben 12,305 mg AgCl. 
C,.H,N,«2HCl. Ber.: € 29,8, H 8,7, N 17,4, Cl 44,06; 
gef.: C 29,74, H 8,47, N 16,75, Cl 44,13 %. 


Die Mutterlauge des obigen Pikrats gab beim Einengen auf ein 
kleineres Volumen das Pikrat des Cadaverins, welches nach dem Um. 
kristallisieren rein war (Schmelzpunkt 221°). 


19. 4,748 mg Substanz gaben 6,305 mg CO, und 1,490 mg H,0O. 


20. 5,820 mg Substanz gaben 1,039 ccm N, (731 mm, 18°). 
C,H,,N,.2C,H,N,O,. Ber.: C 36,40, H 3,59, N 20,04%; 
gef.: C 36,22, H 3,51, N 20,14. %. 


Aus der Mutterlauge des Cadaverinpikrats lie sich nach Beseitigung 
der Pikrinséure ein Flavianat gewinnen, dessen Analysenwerte (C 42,31 
H 4,09, N 15,19) jedoch nicht zu denen des Argininflavianats stimmten. 
Die zugrunde liegende Base gab nach Beseitigung der Flaviansaure auBe1 
der Probe von Sakaguchi noch eine intensive Diazoreaktion, ein weiterer 
Beweis, daB es sich hier nicht um Arginin, wenigstens nicht um reines, 
handeln konnte. 


IlIb. Pathologischer Siuglingskot, Lysinfraktion 346 mg N. 


Hier war keine der oben angefiihrten Farbenreaktionen positiv. Die 
Untersuchung fiihrte zu keinem reinen K6orper, obwohl kristallinische 
Goldsalze erzielt wurden. Das erste derselben (iiber alkoholische Queck- 
silberchloridfallung, Goldfaillung, Platinfallung und erneute Goldfallung 
gewonnen), stellte ein schwerldsliches hellgelbes Pulver dar, das seinem 
Aussehen nach an Cholin erinnerte und auch bei einer qualitativen Probe 
das Vorhandensein von Methyl am N erkennen lieB, doch sind die Analysen- 
werte noch zu abweichend, als daB das Vorhandensein von Cholin hier als 
sicher angesehen werden kann. 


(Gefunden C 14,55, H 3,34, Au 43,47, N 3,85: fiir Cholinchloraurat 
berechnet C 13,54, H 3,18, Au 44,5, N 3,17.) 


Das zweite Goldsalz (aus dem Quecksilberchloridfiltrat durch Queck- 
silbersulfatfallung, Platinfaillung, Goldfallung) hatte nach mehrfachem 
Umkristallisieren den konstanten Goldwert von 40,08°, und schmolz bei 
175 bis 176°. Zu weiteren Identifizierungen reichte die Menge nicht aus. 
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In allen drei Stuhlarten wurde in allen Fraktionen stets sowohl 
auf Histamin wie auf Histidin gefahndet. Fiir das erstere kam vor allem 
in schwerlésliches Pikrat und Chloraurat in Betracht, fiir das Histidin 
besonders die Quecksilbersulfatfaillung nach Kossel und Patten und die 
Pikrolonsdurefaillung nach Steudel. In keinem Falle konnten Salze 
isoliert werden, die das Vorhandensein der beiden Basen wahrscheinlich 
machten. 

Wohl war in beiden Fraktionen des normalen Erwachsenenstuhles 
und in der Silberbarytfraktion des normalen und pathologischen Saug- 
lingsstuhles die auch fiir Histamin und Histidin charakteristische 
Diazoprobe positiv. Die sie verursachenden Substanzen lieBen sich 
jedoch nicht isolieren, sondern begleiteten in sehr kleinen Mengen die 
von mir schlieBlich isolierten Korper durch mehrere Fallungen. Ebenso 
verhielten sich Substanzen, die die Sakaguchische Probe gaben. Wahrend 
es jedoch bei diesen gelang, eine aller Wahrscheinlichkeit nach mit 
Argininflavianat identische Substanz zu isolieren, waren alle Versuche, 


den Trager der Diazoreaktion darzustellen, vergeblich. Es ist daher 


auch keine Aussage dariiber méglich, ob diese Reaktion dem Histidin, 
Histamin, der Imidazolessigsdure, -milchsaéure, -propionsaure oder sonst 
irgendeiner Imidazolverbindung zuzuschreiben war. 

Aus allen drei Stuhlarten lieBen sich Putrescin und Cadaverin 
isolieren. Ihre Darstellung ist unseres Wissens im Sauglingsstuhl 
noch nicht beschrieben worden. Fiir das Putrescin konnte im Er- 
wachsenenstuhl und im normalen Sauglingsstuhl auch das Vorhanden- 
sein seiner Muttersubstanz, nimlich des Arginins, in hohem Grade 
wahrscheinlich gemacht werden. 


Unerwartet war die Anwesenheit von y-Butyrobetain im Kot. 


Diese Base wurde zuerst im Laboratorium von Autscher in Marburg 
von Takeda (1) im Hundeharn bei Phosphorvergiftung gefunden und als 
identisch mit einem von Brieger (2) aus gefaultem Pferdefleisch gewonnenen 
Kérper erwiesen. Sie wurde ferner von Reinwein und Thielmann (3) im 
Harn bei perniziéser Animie und von Fléssner und Kutscher (4) im Harn 
nach starker Korperarbeit entdeckt. AuBerdem wurde sie von Acker- 
mann (5) als Muskelextraktivstoff in Actinia equina, von Keil, W. Linneweh 
und Poller (6) bei Python und von Hoppe-Seyler und Schmidt (7) bei An- 
guilla vulgaris gefunden. 

Auftreten von y-Butyrobetain im Kot ist bisher nicht beschrieben 
worden. Seine Herkunft laBt sich wohl am besten dadurch erklaren, daB 
zuweilen zum Gemiise fiir die Sauglinge kleine Mengen ,,Knochenbriihe™ 
verwandt wurden, die den im Saugermuskel bekannten Extraktivstoff 
Carnitin + (CH,),N .CH,.CHOH .CH,.COO— in die Nahrung bringen 
konnte. Wie aus den Untersuchungen von W. Linneweh (8) hervorgeht, 
geht diese Verbindung bei der Faulnis quantitativ in y-Butyrobetain 

(CH,),N .CH,.CH, . CH, . COO — iiber. Fiir die Annahme einer Her- 
kunft des y-Butyrobetains aus der Milch, dem Hauptbestandteil der Nahrung, 
fehlen uns alle Anhaltspunkte. 

















H. Burchard. 


Zusammenfassung. 
1. Aus den Stiihlen von normalen und dyspeptischen Saugling 
und von Erwachsenen wurden die Basen Putrescin und Cadaver 
isoliert und analytisch identifiziert. 


2. Aus Stiihlen normaler Sauglinge wurde y-Butyrobetain rei 


dargestellt und gleichfalls durch Elementaranalyse sichergestellt. 
3. Die Isolierung von Histamin aus Sauglings- und Erwachsene: 
stiihlen war nicht médglich. 


Literatur. 


1) Takeda, Jahrb. f. Kinderheilkde. 120, 162, 1928. — 2) Brieq 
Untersuchungen iiber Ptomaine 8, 37, 1886. — 3) Reinwein u. Thielman 
Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 1038, 115, 1924. — 4) Fléssner u. Kutsch 
Zeitschr. f. Biol. SS, 382, 1929. 5) Ackermann, ebenda 86, 199, 1927. 
6) Keil, W. Linneweh u. Poller, ebenda 86, 187, 1927. 7) Hoppe-Seyler vi 
Schmidt, ebenda 87, 69, 1927. — 8) W. Linneweh, Zeitschr. f. physiol. Chen 
IS], 54, 1929. 





Uber den Einflu6b des Dinitrophenolfiebers 
auf den Gewebseiweibzerfall. 
Von 
Q. Fiirth und 8S. Rapoport. 
(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Wiener Universitat.) 


(Binge qangen am 18. Juni 1934. ) 


| R 
Wahrend des Weltkrieges war die Aufmerksamkeit franzésischer 
Arzte auf die in Munitionsfabriken durch Dinitrophenol verursachten 


Vergiftungen gelenkt worden. C.Heymans in Gent und seine Mit- 
arbeiter! hatten damit begonnen, das bei Versuchstieren durch Dinitro- 
phenol (1-2-4) erzeugte Fieber zu studieren. Im AnschluB daran haben 
auf der einen Seite die franzésischen Forscher Henri Magne, André 
Meyer, Lucien Plentifol und ihre Mitarbeiter®, andererseits aber W. €. 
Cutting, M.L. Tainter® und ihre Arbeitsgefahrten am pharmakologi- 
schen Institut der Stanford University in St. Franzisco in zahlreichen 
und umfangreichen Untersuchungen die Analyse des Dinitrophenol- 
fiebers nach vielen Richtungen hin durchgefiihrt. Insbesondere die 
letztgenannten Forscher haben den therapeutischen Gebrauch des 
Dinitrophenols zum Zwecke der Entfettung sowie auch zur Hebung 
eines abnorm niederen Grundumsatzes (z. B. bei Hypothyreoidismus) 
dringend empfohlen. Tatsachlich erfolgt die praktische Anwendung 
des Dinitrophenols als Entfettungsmittel gegenwartig in Nordamerika 
in auBerordentlich grobem MaBstabe, wobei es freilich andererseits 
auch nicht an zur Vorsicht mahnenden Stimmen fehlt *. 


Durch diese Fille bereits geleisteter Arbeit ist die zweifellos 
machtige Wirkung des Dinitrophenols auf den Stoffwechsel nach vielen 
Richtungen hin geklart worden. Es unterliegt gar keinem Zweifel, 
daB es den Stoffwechsel steigern kann und da®B damit eine bis zehn- 
fache Vermehrung des Sauerstoffverbrauchs einhergehen kann. Leber- 


! Bonkart, Cesier, Uytranck, U.S. von Euler u. a. ? H. Magne, 
A. Meyer, L. Plentifol u. Mitarbeiter, Ann. de Physiol. 8, 1—194, 1932. 
W.C. Cutting, M.L. Tainter u. Mitarbeiter, J. of Pharmacol. 48, 410, 
1932; 49, 187, 1933; Amer. J. of Physiol. 106, 432, 1932; Arch. Internat. de 
Pharmacodyn. 45, 235, 1933; Zahlreiche Artikel im J. Amer. Med. Assoc. 
1932—1934;: siehe dort weitere Literatur. ' Z. B. Cutting, Mehrtens u. 
Tainter, J. Amer. Med. Assoc. 101, 193, 1933: ,,There are limitations and 
possible dangers from the use of the drug clinically. It should only be 
used under strictly controlled conditions.‘ 


Biochemische Zeitschrift Band 272. 
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und Muskelglykogen schwinden schnell. Das Hauptverbrennung 
material dabei ist aber nicht Kohlenhydrat, vielmehr Fett?. 


Wie steht es nun aber mit dem Proteinstoffwechsel ? In den umfan; 
reichen Tierversuchen von Magne, André Meyer und Plentifol (1. « 
wurde bei der Dinitrophenolvergiftung zuweilen jeder Anhaltspunk: 
fiir einen gesteigerten Eiweifzerfall vermiBt. In anderen Versuch: 
allerdings fanden sich derartige Anhaltspunkte: Zunahme von Hari 
stoff und Reststickstoff im Blute, Zunahme des Gesamtschwefels und 
Gesamtstickstoffs und des nicht als Harnstoff vorhandenen Stickstoft{ 
anteiles im Harn. Dann aber auch wieder bei sehr schwerer Vergiftung 
umgekehrt Abnahme von Harnmenge, Harnstoffkonzentration und 
Harn-N. Dagegen leugnen aber Cutting und Tainter? auf Grund von 
neuen Stoffwechselversuchen an Menschen bei verschiedenen Diat- 
formen die Einschmelzung von GewebseiweiB: ,,With the use of thes: 
diets, the basal metabolisme was increased by from 30 to 50 percent 
during medication with dinitrophenol. The subjects excreted less 
nitrogen than they ingested, yet there were definite losses of body weight 
Therefore body proteins were probably not broken down.’ Es besteht 
hier also eine Liicke in unserem Erkennen, welche fiir die richtige Be 
urteilung dieses neuen Heilmittels sicherlich nicht unwesentlich ist 
Zweck dieser Untersuchung war es, dieselbe einigermaBen auszufiillen 
und an der Hand von Tierversuchen die Frage zu beantworten, ob 
mapige Gaben von Dinitrophenol eine gesteigerte Einschmelzung von 
Gewebseiweifh herbeizufiihren geeignet sind. Die Beobachtung der Gesamt- 
stickstoffausscheidung im Harn erscheint uns als kein zureichendes 
Mittel, um eine Antwort auf diese Frage zu erhalten, und dies um so 
weniger, als gerade in diesem Falle eine durch die Vergiftung bedingte 
Verminderung der Harnmenge die Verschleierung eines vermehrten 


Eiweibzerfalles zur Folge haben kann. 


Nun haben viele friihere Untersuchungen, so insbesondere auch 
im Laboratorium des einen von uns ausgefiihrte Arbeiten® zur Er- 
kenntnis gefiihrt, daB die Neutralschwefelausscheidung im Harn ein 
innerhalb gewisser Grenzen brauchbares Kriterium fiir die Beurteilung 
des Zerfalls von GewebseiweiB bildet. Zur Bestimmung des Neutral- 
schwefels bedienten wir uns nun einer neuen, leistungsfihigen, in diesem 
Laboratorium kirzlich von Alfred Friedrich gemeinsam mit dem einen 
von uns (Rapoport) ausgearbeiteten Methode*. Besonderen Wert 
legten wir auf die Feststellung der Relation zwischen Neutralschwe}:! 


1 Hall, Field, Sahyun, Cutting u. Tainter, Amer. J. of Physiol. 106, 
439, 1933. — * Cutting u. Tainter, J. Amer. Med. Assoc. 101, 2102 
(Dez. 1933). — 3 M. Weiss, diese Zeitschr. 27, 175, 1910; u.a. — 4 A. Priv 
drich u. S. Rapoport (noch nicht veréffentlicht). 





a 


Versuch 


“UIFUBFIFAUBIO[AVA WAR]Y SEMIS ‘ ‘ 1S Ins sue | 


Cor COI OOST Tr ‘SI 
I86°0 OTT OZOT ‘IL OT 
‘OSuB” 


C6F0 ; O6GI €160°0 
OSU «#0001 CL00°0 
UFZ'0 x 006 €100°0 
Jagat = S ¢200 0 
uley 06€ 0 } OFZI G00'U 
O€ZU j ¢28 C000 
FES 0 OOFT COO'O 
OES 0 6 OO! COO'O [BU Z 
‘SUNIL1e A BpusuULsegq 


8IZ0 €6 OSTI 
OTE 0 6 O9TT 
OFE 0 COT GOOT 
8Z0°O 681°0 ae OCIT 
own 620°0 or O8Z'0 C6 OZEl 
hell £20'0 neue ZI 0 6 LOOTT 
€20°0 8920 9 TT OSS 
SI0'U 066 0 Esl OOTT 
G60 0 IFT 0 yg C6L 
9600 OST'O OL OTL 
co0 0 09% 0 SOI 
‘apottedio 4 








ee 
& 
N 
= 
CY) 
2 
- 
o 
R 
z 
a 
© 
~ 
= 
v 
v 
Fa 
= 
© 
a 
= 
A 
- 
—~ 


x a a ’ FEEL 
- J-[WjnON {-juINsas 
uaZunyieweg S-[BAWaN wi A lasconet. vada 
syuy;HqI0 A ; JYOIMOL) unjeg 
puis ureysoszey, wy 





‘V Yonss9A 





Rapoport : 


QO. Fiirth u. 


La VOAqgasqe 


NS1d A Jap @pPADM RM Doplo mos 


dt voaqiy 


“06 0 


99 Sausuvinyried uray, 


090 Bauysuvinie 


€o0 0 


6E0'0 


2€0°0 


8E0 0 
8E0 0 


9C0'0 


120°0 


reo'9 | 2109 


PWN | se0%9 


660 0 


N 
S-]Baynan 





Meth yee \y 





aA WIRY 


OFF O OTL 


OLE OV ve 06S 


OSE 0 O89 
LIE O : COT 

#*C, 
FFE O O€8 
TLE 0 OFL 


SFe'0 | FOTO Ocy 
PHIN | Tee C88 
09F'O € 91 Goel 


NYpLAO A APU} AIYOs par 


= 
a a 


~ S-TBaNaN N-}uresay) 


uaz Ryu 


~Sose 
IS ureysetey, wy a 





Uys JAF SNK [AVI 


0gTO'U mst 
OSTO'O METI 
OcTO 0 
Oct00 
cZ10'0 
GZt0 0 
CZI100 


‘TIT 6 


THL'9 

‘Til 'F 

CZIO0 ; on 

C2100 Ill % 

. ‘IL “8% 
CZ10'0 
CZ10'0 
00100 
00TO'O 
O0OTO'O 
O0TO'O 


00100 
€100°0 


ay 


}WOIMaL) uInyed 
raydoayrai(d 


* 





*(3unzqoszI0 J) YW yons1e8 A 











zerfall. 


, 
) 


- 
> 
t 
Y 
= 
> 
—_ 
= 


AunssaAtajsan jy adueay OYYTPPUISAM VULay 
‘aoudsfq) aoStpunysayour yr 


Yoo} af 
ueuoly 


sig 60 AunsgAtoaysat 


I 


1 
i 


) s|B d jou 


¢ s[e aAyeul 





“(ol 0 BMIO SUdISWIOY) 


}AMOMUBIG “YA YL puny 








UISOIAT, 


uaAun ylatmog "lo-#ul u 
Wo 


9C0'O 
LE0 0 
TeO-0 
E00 
FEU'O 
6c0 0 


OL0°O 


0g0°O 


1g0'0 


O¢E0 0 


OGFU iL OZR 

OEFO >GOOT 

89F 0 ¢ O2L 
0 

OLE 0 


LEE 0 


86E 0 


9FE0 
GIF 0 


‘Bung ssa 4 


€<60 0 
€20°0 
G0 0 


‘apo 


S-[eagneN 
419A 


86 0 
CES O 
1&6. 0 


dao 4 


cid a 


S-[B4ynaN N-}ULBSOF) 


A uani 


LOCO 0 
OS10'0 


OS100 
OSTO0 
Calov0 
CZ10'O 
C100 
OUTOO 


OOTO 0 
VOTU'O 
CLLO0 


C1000 
C1000 
€100°0 
CLOOV 
COO U 
CoO 
CoO'U 











86 O. Fiirth u. 8S. Rapoport: 


und Gesamtstickstoffausscheidung im Harn bei konstanter Diadt, d 
bei dieser Relation eine durch eine etwaige Verminderung der Hari 


menge bedingte Verschiebung ausgeschaltet erschien. 


Wir fihrten unsere Versuche an zwei gréBeren Hunden von etwa 
16 bis 17 kg aus, die bei ganz konstanter Diadt in eisernen verglasten 
Stoffwechselkafigen gehalten wurden. Die Kost bestand aus 250g Kalb 
fleisch, LOO g Reis und einem Viertelliter Milch taglich; dazu Wasser ai 
libitum. Das Futter wurde gern und vollstandig verzehrt. Friithere Versuc]i: 
hatten uns dariiber belehrt, daB ein derartiges Kostma fiir Hunde diese: 
GréBe kalorisch und zur Erhaltung des Stickstoffgleichgewichts aus 
reichend ist. 

Versuch RB. 


Unser zweiter Stoffwechselversuch wurde unter ganz ahnlichen b« 
dingungen durchgefiihrt wie der erste. Nur wurden auBerdem die dthe) 
unléslichen Phenole im Hundeharn nach einem stufenphotometrischen Ver 
fahren unter Verwendung der Millonschen Reaktion bestimmt, das kiirzlich 
in diesem Laboratorium von Th. Leipert und R. Alcock! ausgearbeitet 
worden ist. Die atherunléslichen Phenole finden sich im normalen Harn 
(Leipert arbeitete an Kaninchenharnen) nur in einer Menge von wenigen 
mg-° 6, kénnen dagegen bei Stérungen der Leberfunktion und beim toxischen 
KiweiBzerfall unter Umstainden gewaltig ansteigen (Firth und Scholl”). 
Die atherunléslichen Phenole werden nach Leipert aus der Differenz der 
Gesamt- und atherunléslichen Phenole ermittelt. Der Harn wird mit 
Sojaurease vergoren, mit Phosphorwolframséure ausgefaillt. Im Filtrat 
werden die Gesamtphenole bestimmt, indem die Millonfarbung mit Hop 
kinschem Reagens in der Warme entwickelt wird (10 Minuten im siedenden 
Wasserbad). Die Millonwerte werden in mg-% Tyrosin ausgedriickt 
(naheres siehe Original!). 

lil. 

Betrachten wir nunmehr die vorstehenden Tabellen, so gelangen 
wir zu folgenden Ergebnissen: Der durch das Gift verursachte Geaichts- 
verlust war erheblich und betrug bei beiden Versuchstieren etwa 2 kg 


Die langsam gesteigerte Menge des injizierten Giftes betrug 5 bis 20 mg 
per kg, welche Gabe sich bereits als tédlich erwies! (Kine Gabe von 
5mg kommt den in der menschlichen Therapie angewandten Gaben 
nahe)*. Die Harnmenge nahm bei einem der beiden Tiere, wo sie von 


vorpherein groB gewesen war, unter dem EinfluB der Vergiftung stark 
ab. Die Gesamt-N-Ausscheidung im Harn war (von einzelnen sporadi 


' Th. Leipert, diese Zeitschr. 270, 99—101, 1934. — ? O. Firth u. 
R. Scholl, diese Zeitschr. 248, 274, 1931. 3 Cutting, Mehrbens, Tainter, 
J. Amer. Med. Assoc. 100, 193, July 15, 1933. ,,In eight patients singl 
doses of from 3 to 5 mg per kg of bodyweight were given orally to determine 
the effect on the basal metabolic rate. This was increased from 20 to 30° 
in the first hour and was maintained at this level for about 24 hours’ 
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hen Werten abgesehen) im ganzen nicht vermehrt. Dagegen zeigte 


er Neutralschwefel im Tagesharn (ns) sowie die Relation zwischen 
Neutralschwefel und Gesamtstickstoff (ns N) eine erhebliche VergréBeruny 
inter dem EinfluB der Vergiftung: 


Vor der Vergiftung: 

Versuch A: ns 0,141 bis 0,310, ns/N 0,018 bis 0,033 
Versuch B: ns 0,232 ,, 0,257, ns/N 0,022 ,, 0,023 
Nach der Vergiftung: 

Versuch A: ns 0,240 bis 0,580, ns/N 0,027 bis 0,054 
Versuch B: ns 0.260 ., 0,468, ns/N 0,029 ,, 0,056 


was wir als einen Ausdruck der beginnenden Desintegration von 
Gewebseiwei deuten méchten. Der stufenphotometrisch ermittelte 
Millonwert des Harns (ausgedriickt in Milligrammprozenten Tyrosin) 
stieg im Versuch B von einem Normalwert, der unter 5 mg-% lag, 
in der letzten Phase des Versuchs iiber dieses Niveau an, um ante 
mortem den Wert von 15 mg-°, zu erreichen. Es traten also ather- 
unlésliche, dem  Eiweibstoffwechsel entstammende __ phenolische 


Schlackenstoffe in vermehrter Menge in den Harn uber. 











Uber den Tyrosin- und Tryptophangehalt der Leberprotein: 
unter normalen und pathologischen Verhaltnissen. 


(Zugleich ein Beitrag zum Problem der Melaninbildung. ) 
Von 
Otto Fiirth, Hans Kaunitz und Frieda Scherf. 


(Aus dem Medizinisch-Chemischen Institut und der I. Medizinischen Klini! 
der Wiener Universitit.) 


(Eingegangen am 18. Juni 1954.) 


Wahrend sich zahlreiche Untersuchungen mit den Schwankunge 
des Gehalts der Serumproteine an den analytisch leicht erfaBbare: 
zvklischen Komplexen unter normalen und pathologischen Bedingunge1 
befassen, sind die Organproteine (wenn man etwa von den vielstudierten 
Muskelproteinen absieht) sowohl fiir die Physiologen wie fiir die Patho 
logen im groBen und ganzen nahezu eine terra incognita geblieben 
Angesichts der Vervollkommnung der zu Gebote stehenden analyti- 
schen Methoden, welche insbesondere dem Gebrauch des Stufenphoto- 
meters zu verdanken ist, sind wir zunachst an das Studium der Schwan- 
kungen herangetreten, denen der T'yrosin- und Tryptophangehalt d: 
Leberproteine unter normalen und pathologischen Bedingungen unter- 
liegt. Insbesondere schien uns die Frage interessant, ob angesichts 
des bekannten Auftretens von Tyrosin im Harn bei schweren degenerativen 
Vorgangen im Bereich der Leber, dabei etwa eine Verarmung der Leber- 
proteine an zyklischen Komplexen erfolgt : ob ferner bei Auftreten 
von Tumor-Metastasen in der Leber die Wesensverschiedenheit von 
Tumor und umgebendem Lebergewebe auch im Gehalt der zugehérigen 
Proteine an zyklischen Komplexen zum Ausdruck gelangt. Vor allem 
aber erschien uns (und wie die Folge uns lehrte, nicht mit Unrecht 
das Studium metastatischer melanotischer Lebertumoren vielversprechend 
Wenn bei derartigen, bésartigen Geschwiilsten, sozusagen das Bau 
material des Protoplasmas zugunsten  massenhaft neuge bildeten 
Melanins liquidiert wird, war wohl von vornherein eine Verarmung 
der betroffenen Proteine an fiir die Melaninbildung in Betracht kommen- 
den zyklischen Komplexen anzunehmen und es muBte sich herausstellen 
ob das fiir die physiologische Melaninbildung in erster Linie verant- 
wortliche 7'yrosin auch (ausschlieBlich oder hauptsachlich) als Muttei 
substanz der unter pathologischen Bedingungen in der Leber qebildeten 
Melanins gelten diirfe, oder ob nicht vielmehr, wie dies Hans E ppinger' 
schon vor einem Vierteljahrhundert auf Grund der Untersuchung 


oe! H. Eppinger, diese Zeitschr. 28, 181, 1910. 
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Tyrosin- und Tryptophangehalt der Leberproteine. so 


nes aus dem Harn eines an Melanosarkomatose leidenden Kranken 
:ammenden Melanogens behauptet hatte, dabei das Tryptophan die 
Rolle eines Chromogens spielt!. 


Methodische Vorbemerkungen. 


Die quantitative Bestimmung des T yrosins nahmen wir nach der Zuwer- 
lowschen Modifikation der auf der Millonschen Reaktion basierenden 
kolorimetrischen Methode von O. Firth und A. Fischer vor*. Wie Th. Leipert 
ind R. Alcock® kiirzlich in diesem Laboratorium zu zeigen vermochten, 
st die Millon-Reaktion (mit Hopkins-Reagens und Natriumnitrit angestellt) 
wich auf das Stufenphotometer iibertragbar. 

Die Bestimmung des Tryptophans erfolgte auf Grund der Voisenet- 
Reaktion nach dem Verfahren von O. Furth, F. Lieben und Z. Dische# 
Bei Anwendung dieser, Methode auf die Leberproteine muSte Entfettung 
durch Extraktion mit Petrolather im Soxhlet, ferner Beseitigung der nicht 
koagulierbaren Extraktivstoffe durch Trichloressigsiure, Hydrolyse des 
EiweiBkoagulums durch Kochen mit 20° ,iger Lauge erfolgen. Wir iiber- 
zeugten uns an einem Casein (Hammarsten), dai} keiner der erwahnten 
Kingriffe einen merklichen Verlust an Tryptophan mit sich bringt. 1000 mg 
Casein-N (entsprechend 6,25 g Casein) enthielten nach friiheren Analysen 
16 mg Tryptophan-N und 37 mg Tyrosin-N. Wir fanden nach Vorbehand- 
lung mit Trichloressigsiure und Hydrolyse durch Kochen mit 20 °,iger Lauge 
15mg Tryptophan-N und 37 mg Tyrosin-N. Wurde iiberdies mit Kaolin 
yeschiittelt, so ergaben sich 15 mg Tryptophan-N und 37 mg Tyrosin-N. 

Die Bestimmung des Tryptophans und Tyrosins im Lebereiweifs ertolgte 
nun in der Weise, daB etwa 20 g oder mehr fein zerkleinerten Lebergewebes 
auf dem Wasserbade getrocknet und zum Zwecke der Entfettung dann 
zwei bis drei Tage im Soxhlet mit Petrolather extrahiert wurden. Der Leber- 
riickstand wurde dann pulverisiert und zweimal je 1 Stunde zwecks Ent- 
fernung der Extraktivstoffe mit viel Wasser aufgekocht oder es wurden statt 
dessen die Extraktivstoffe durch Fallung des Leberpulvers mit Trichlor- 
essigsdure entfernt. 

A. Tryptophanbestimmung. 

Etwa 2 g der so behandelten Leber wurden mit 20 cem 20° iger Kali- 
lauge 8 Stunden auf dem siedenden Wasserbade erhitzt, durch Glaswolle 
filtriert und auf 50cem aufgefiillt. Im klaren, jedoch braungefarbten 
Filtrat wurde das Tryptophan nach dem Vorgang von Firth und Dische® 
bestimmt, wobei, um den ,,Wasserfehler’ zu vermeiden, nicht eine Trypto- 
phanlésung als Standard verwendet wurde, vielmehr eine Lésung von 
Hammarstensschen Casein und ein Tryptophangehalt des letzteren von 
187°, der Berechnung zugrunde gelegt wurde. Infolge der EFigenfarbung 


les Hydrolysats war der Voisenet-Farbung nicht selten ein rétlichbrauner 


Farbenton beigemischt. Kontrollbestimmungen belehrten tins jedoch 


' Auch Feigl und Querner (D. Arch. f. klin. Med. 123, 297) glaubten 
bei einem Falle von Melanurie in der Hopkins-Fraktion des Harns Tryptophan 
gefunden zu haben. - 2? Q. Firth u. A. Fischer, diese Zeitschr. 154, 1, 
1924; D. Zuwerkalow, Zeitschr. f. phys. Chem. 163, 185, 1926; F. Lieben, 
liese Zeitschr. 187, 310, 1927. 3 Th. Leipert, ebenda 270, 99, 1934. 
'O. Firth und Mitarbeiter, ebenda 146, 275, 1924 und _ friiheres. 

O. Firth u. Z. Dische, ebenda 146, 275, 1924. 
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dariiber, daB dies die Kolorimetrie bei einiger Ubung keineswegs verhinde: 
und da die sich hieraus ergebenden Fehler —- 5°, nicht iibersteigen diirfte: 
Der Gesamt-N des Hydrolysats, sowie der Caseinstandardlésung wurd 
durch Mikro-Ajeldahl-Bestimmungen ermittelt. Der Hydrolysat-N wurd 
durch Multiplikation mit 6,25 in Lebereiweif umgerechnet und der Try; 
tophangehalt des letzteren prozentual ausgedriickt. 


B. Tyrosinbestimmung. 

Etwa 3g der entfetteten, mit Wasser extrahierten und pulverisierte: 
Leber wurden mit 40 cem 25° iger Schwefelséure 20 Stunden lang hydroly 
siert; das Hydrolysat wurde auf 100 cem aufgefiillt. 5cem des klaren 
Hydrolysats, das sich seiner braunen Farbung wegen zur direkten Kolori 
metrie nicht eignete, wurden mit leem 10% iger Phosphorwolframsaur 
ausgefallt und véllig von Melanoidinen befreit. Das nunmehr klare farblos: 
Filtrat wurde einerseits der Tyrosinbestimmung nach Firth-Fischer-Zuwer 
kalow, andererseits aber der Mikro-Kjeldahl-Bestimmung unterworfen 
Die Berechnung erfolgte analog wie beim Tryptophan. 


Versuche. 





Tyrosin Tryptophan 
in °/, des Lebereiweifes in 9%, des Lebereiweifes 


Normale menschliche Lebern. 
4,50 — 
4,10 2.80 
4,50] | 2,30 
3,90 ; 
4,52 








Krankhaft veranderte menschliche Lebern. 
(Jene Zahlen, welche weit auberhalb der normalen Schwankungsbreite liegen 
sind durch Ausrufungszeichen kenntlich gemacht.) 
Schwere Stauungsleber. . . . 2,20! 2.30 
Cholangitis mit Icterus. . . . 3,62 4,56! 
= * os rer 3,69 1,53! 
Hochgradige Fettleber . . . . 1,37! 1,61! 


1,61) 1 49) 


9 4 
2,18: 138 | 


Choledochus-Carcinom ohne 
Lebermetastasen m. schwerem 
Icterus und Leberatrophie . 4,05 
Cirrhéses Carcinom der Gallen- 
blase mit Icterus .... . 3,22 
Carcinommetastasen in der 
Leber: 
ee Oe ee re er 5,64 
a ee 4,94 
Leber 
Metastase . 
Leber 
Metastase . ta, Aare 
Carcinom des Pankreaskopfes 
mit schwerem Icterus 
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. s . . . 
Beim Uberblicken dieser Analysenresultate bemerken wir, dab 


ei vielen Fallen schwerer pathologischer Verinderungen im Bereich 
der Leber sich sowohl der prozentische Tyrosin- als auch der Tryptophan- 
vehalt ganz oder beinahe innerhalb der normalen Schwankungsbreite 
halt. In manchen Fallen jedoch (Stauungsleber, Fettleber) fanden 
wir allerdings den 7'yrosingehalt tief unter die Norm (etwa auf die 
Halfte) vermindert, offenbar als Ausdruck der Tatsache, daB bei 
manchen Vorgaingen degenerativer Natur die anscheinend ,,peripher™ 
im Proteinmolekiil gelegenen Tyrosinkomplexe (wie dies ja fiir die 
KiweiBverdauung und die Autolvse ausreichend bekannt ist) der all- 
gemeinen Desintegration des Proteinmolekiils vorauseilen kénnen. 
Die Abweichungen vom normalen Tryptophangehalt dagegen ver- 
hielten sich ganz unregelmabig, insofern sie teils tief unterhalb, teils 
aber hoch oberhalb der Grenzen der normalen Schwankungsbreite 
lagen}, 
Melanosarcomatose der Leber. 

Besondere Aufmerksamkeit jedoch verdienen die Resultate, dic 
wir bei der Analyse mehrerer Faille von metastatischer Melanosarcoma- 
tose der Leber erzielt haben. Dabei wurden sowohl die schwarzen Melano- 
sarkomknoten in der Leber als auch Proben des sie umgebenden nicht 
sarkomatés entarteten Lebergewebes gesondert untersucht. Die Unter- 
suchung wurde mit méglichster Sorgfalt mit Hilfe des Stufenphotometers 
durchgefihrt. 





Tyrosin Tryptophan 
in %5 in %,5 
des Lebereiweifes des Lebereiweifbes 


Leber. .. Be gle 4.04 1,09! 
Metastase...... 3,53 1,50! 


Se oan ae 3.90 OSL! 
Metastase . aie. ey 4,38 0,64! 


Metastasen .... -~ etwa 1,0 ! 


Wir sehen, daB hier weder das Lebergewebe, noch die melanoti- 
schen Knoten in der Leber in dem Gehalt ihrer koagulablen Proteine 
an Tyrosin von der Form abweichen. Dagegen erscheint der Gehalt 


! Es war naheliegend, auch auf den Gehalt der nicht coagulablen Leber 
extraktivstoffe an freiem Tyrosin und Tryptophan zu achten. Zu diesem 
Zwecke wurden Leberextrakte mit Trichloressigsaiure enteiweiBt und in den 
Filtraten Mikro-Kjeldahi- und Tyrosin- und Tryptophankolorimetrie 
durehgefiihrt. Bei guter Technik vermochten wir in den enteiweiBten 
Extrakten normaler Lebern weder freies Tyrosin noch freies Tryptophan 
nachzuweisen, wohl aber zuweilen nicht unerhebliche Mengen in pathologisch 
rerdnderten Lebern. Doch waren unsere Befunde weder ausreichend zahtreich 
noch ausreichend konstant, um eine ausfiihrliche Erérterung zu verdienen. 
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an Tryptophan sowohl im Liweif der melanotischen Knoten als auch 
in dem sie umgebenden, nicht melanosarkomatés entarteten Lebergewebe 
ganz auperordentlich vermindert. 


DaB bei der physiologischen Melaninbildung das Tyrosin und wohl 
auch das diesem entstammende Dioxyphenylalanin im Vordergrunde steht, 
kann nicht bezweifelt werden. Die oxydative Melaninbildung aus Tyrosin 
unter Einwirkung von Tyrosinase im tierischen Organismus ist vor mehr 
als 30 Jahren von dem einen! von uns (gemeinsam mit H. Schneider und 
H. Przibram) bewiesen und seitdem durch eine auBerordentlich groBe Zahl 
von Beobachtungen bestatigt worden. Eine noch offene Frage dagegen ist, 
ob nicht etwa die pathologische Melaninbildung anders geartet sei, als die 
physiologische und ob nicht, neben dem Tyrosin und seinen Derivaten, 
auch das Tryptophan im Sinne Hans Eppingers (s. oben) als Melaninvorstufe 
eine Rolle spiele?. 

Kin italienischer Autor’ hat seinerzeit bei einem Fall von Melano- 
sarkomatose beobachtet, daB mit dem Harnmelanogen zusammen angeblich 
erhebliche Mengen von Tyrosin im Harne auftreten und daB8 eine allmahliche 
Steigerung des Harnmelanins mit einer fortschreitenden Verminderung 
des Harntyrosins einhergehe. Der Autor schlo8 daraus, daf- das Melanin 
nicht dem Blute, vielmehr den histologischen Elementen des Tumors selbst 
entstamme und zwar wahrscheinlich durch Wirkung von Enzymen auf das 
Tyrosin (oder andere EiweiBzersetzungsprodukte). Angesichts der primitiven 
Methode konnte allerdings derartigen Behauptungen keine besondere 
Bedeutung beigemessen werden. 


Jedenfalls waren wir nicht tiberrascht gewesen, wenn wir angesichts 
der massenhaften Melaninbildung in den schwarzen Metastasenknoten 
die Proteine derselben an Tyrosin prozentual verarmt gefunden hatten. 
Tatsachlich war dies aber keineswegs der Fall. Schon Kaposi hat darauf 
aufmerksam gemacht, daB, wenn bei einem Falle von Melanosarkomatose 
unter Umstanden mehrere Tausend blauschwarzer Knoten sich in 
allen Organen entwickeln kénnen (Nencki hat in einem Falle berechnet. 
da®B der Korper eines Patienten etwa 500 g Melanin enthielt), es sich 
um einen durchaus perversen Stoffwechsel handle, bei dem das Eiwei 
gewissermaBen zugunsten von Melanin liquidiert wird. So sehen wir 
denn auch aus unseren Analysen, wie die Leberproteine nicht nur im 
Bereich der schwarzen Knoten, sondern auch in deren Umgebung. 
an Tryptophan erheblich verarmen, vielleicht deswegen, weil der 
Tumor auch aus der Umgebung das Material aus liquidiertem Zerfalls- 
eiweil gewissermafen gierig in sich einsaugt, um es den Zwecken einer 
sinnlos gesteigerten Melaninbildung dienstbar zu machen. 


! QO. Firth und Mitarbeiter, Hofmeisters Beitr. 1, 241, 1901. 2 Vel. 
die einschligige Literatur bei O. Firth, Lehrb. d. phys. u. path. Chemie I, 
S. 339-—358, 1928 und Handb. d. Biochem. Il. Aufl. Erganz.-Werk I, 
S. 592—596, 1933. 3 4. Primavera, Giorn. internaz. delle Scienze 
mediche 29, 978—982, 1908; Biochem. Zentralbl. 7, 896, 1908; Malys 
Jahresber. 57, 532, 1908. 
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Weitere Untersuchungen sind im Gange, um durch analytische Priifung 
eines unzersetzt abgetrennten Harnmelanogens (eine derartige Abtrennung 
gestaltet sich angesichts der groBen Sauerstoffaviditat des Materials recht 
schwierig), womdéglich Anhaltspunkte dafiir zu gewinnen, ob es sich um ein 
Tryptophanderivat handle. Die Fragestellung wird allerdings durch den 
Umstand kompliziert, daB wir, wie wir! gelegentlich einer friiheren Ver 
6ffentlichung iiber Melanogenausscheidung im Harn bei Melanosarkoma- 
tose naher auseinandergesetzt haben, nach den Vorstellungen H.S. Rapers, 
Indolderivate auch durch sekunddren Ringschluf aus Tyrosin oder Dioxy- 
phenylalanin entstehen kénnten. Wenn schon Fiille von allgemeiner Melano- 
sarkomatose keineswegs haufig sind, so finden sich nur bei einer kleinen 
Minderzahl soleher gréBere Menge echten Melanogens im Harne. Das Fort- 
schreiten derartiger Untersuchungen wird daher durch die auBerordentlich 
groBen Schwierigkeiten der Beschaffung des seltenen und éauBerst labilen 
Materials sehr behindert. 


Leberproteine phosphorverg/fteter Ratten. 

Anhangsweise sei auch einiger Versuche an phosphorvergifteten Ratten 
kurz gedacht. Bekanntlich treten bei Phosphorvergiftung Aminosiuren, 
insbesondere auch Tyrosin, in vermehrter Menge in den Harn iiber. Wir 
hatten daher daran gedacht, daB bei Phosphorvergiftung die Leberproteine 
vielleicht an Tyrosin oder Tryptophan verarmen kénnten. Doch war das 
Versuchsergebnis negativ: 





Tyrosin Tryptophan 


in mg-9%9 in mg-° , 


des Lebereiweibes des Lebereiweifies 


: ae 2,48 | 5 or 2,93 | 5 7» 

Normale Ratten 9'81 | 2.65 956 | 2,75 

3,30 2,94 

Phosphorvergiftete 5,14 | 5.18 2,12 | 930 
Ratten 5,24 | 2,48 | 

2,82 2.03 


Diese wenig zahlreichen Resultate schlieBen natiirlich positive Resultate 
unter giinstiger gewaihlten Versuchsbedingungen keineswegs aus. 


Zusammenfassung. 


1. In dem koagulablen EiweiB von notmalen und pathologisch 
veranderten Lebern wurde das T'yrosin nach O. Fiirth, A. Fischer und 
Zuwerkalow, das Tryptophan nach Fiirth, Lieben und Dische ermittelt, 
wobei die Analyse teilweise durch Anwendung des Stufenphotometers 
verbessert wurde. 

2. In normalen Menschenlebern fand sich 4,1 bis 5,7, Mittel 4,6°,, 
Tyrosin und 2,2 bis 3,2, Mittel 2,6°%, Tryptophan. In _ pathologisch 
schwer verdnderten Lebern (Stauungsleber, Cholangitis, Fettleber, 


! QO. Firth u. H. Kaunitz, diese Zeitschr. 258, 231, 1932. 
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Carcinomen) ergaben sich vielfach keine wesentlichen Veranderunge: 
dieser Prozentgehalte. In einigen Fallen (Fettleber, Stauungslebe: 
fanden wir allerdings den Tyrosingehalt tief unter der Norm. Ab 
weichungen vom normalen Tryptophangehalt lagen in ganz unrege! 
mabiger Weise teils oberhalb, teils unterhalb der Norm. 

3. Beobachtungen an melanosarkomatés entarteten Lebern, wob: 
einerseits metastatische schwarze Knoten, andererseits aber auch Probe: 
des sie umgebenden, nicht melanosarkomatés entarteten Lebergewebe- 
gesondert untersucht wurden, ergaben in bezug auf den T'yrosingehali 
annahernd normale Verhaltnisse (3,5 bis 4,4°,). Dagegen erwies sic] 
der Gehalt an Tryptophan sowohl im Eiweif der Metastasenknoten 
als auch im umgebenden Lebergewebe hochgradig vermindert (0,6 


bis 1,5%). Es kénnte dies in dem Sinne gedeutet werden, daB di 


pathologische Melaninbildung von der physiologischen wesensverschieden 
sei, und daB die erstgenannte vielleicht im Sinne H. Eppingers auf 
Kosten des Tryptophans erfolge, von dem wir ja wissen, das es hoch- 
gradig melanogen ist und das Substrat fiir die Melanoidinbildung 
bei der Saurehydrolyse der Proteine bildet (Gortner, Fiirth und Lieben). 





\ktivierung von Hefealkoholdehydrogenase durch (Co-Enzym. 


Von 
Jorgen Lehmann. 
{us dem biologischen Institut der Carlsberg-Stiftung, Kopenhagen, und 
dem physiologischen Institut der Universitat Lund.) 


(Eingegangen am &. Juni 1954.) 


Vor kurzem ist es D. Miiller (1) (2) gelungen, die Dehydrogenase 
aus Hefemazerationssaft mittels Ather-Alkoholfallung abzuscheiden. 
Das so erhaltene Enzympraparat enthalt jedoch [Willer (2)] noch viele 
andere Dehydrogenasen und gibt, nach der T’hunbergschen Methylen- 
hlaumethode untersucht, ohne Zusatz von Donatoren eine nicht un- 
wesentliche Methylenblauentfarbung (Spontanentfarbung). Verfasser 
hat daher versucht, noch reinere Enzymlésungen aus Hefe herzustellen. 
Es stellte sich dabei heraus, da® fiir die Aktivierung der Alkoholdehyvdro- 
genase die Mitwirkung eines Co-Enzyms notig ist. Hiertiber soll im 
folgenden berichtet werden. 


A. Versuche mit Phosphatextrakten aus Hefezellen. 
Herstellung der Enzymlésungen. 

Als Ausgangsmaterial wurde untergarige Bierhefe aus der Carlsberg- 
Brauerei in Kopenhagen verwandt. Die Hefe, nach Lebedew (3) getrocknet, 
wurde mir freundlichst von D. Miller iiberlassen, wofiir ich an dieser Stelle 
meinen besten Dank ausspreche. 

50 g Trockenhefe werden mit 1’), Liter dest. Wasser bis zur homogenen 
Suspension geschiittelt. Nach 20 Minuten wird abgegossen und die Sus 
pension zentrifugiert. Es wird mit Wasser an der Zentrifuge gewaschen, 
ohne dabei den braunschwarzen Bodensatz aufzuwirbeln. Es wird wieder 
15 Minuten mit Wasser geschiittelt, zentrifugiert und noch fiinf- bis sechsmal 
in der gleichen Weise gewaschen. (Das Waschwasser soll nicht mehr 
gelblich sein.) 

Die so gewaschene Hefe kann direkt fiir die Phosphatextraktion ver- 
wendet werden und halt sich im Kiihlschrank mindestens | Woche. Noch 
bequemer ist es allerdings, die ausgewaschene Hefe als Trockenhete auf 
zubewahren. In diesem Falle wird die abzentrifugierte Hefe in etwa 2 mm 
dicken Schichten auf groBe Uhrglaser oder Glasplatten gestrichen und 
im Vakuumexsikkator iiber Chlorealeium 24 Stunden lang getrocknet. Die 
Trockenhefe ist an der Luft mindestens 2 Monate haltbar. 

Die Enzymextraktion bei nicht getrockneter Hefe geschieht in folgender 
Weise: man suspendiert einen Teil der abzentrifugierten Hefe in einem Teil 


' Beziiglich friiherer Untersuchungen iiber Alkoholdehydrogenase siehe 
Miiller (1) und (2) und die ausfiihrliche Darstellung von W. Franke in 
v. Eulers Chemie der Enzyme, 1934. 
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m/15 Dinatriumphosphatlésung und extrahiert !/, Stunde im Thern 
staten bei 35 bis 37°C. Jede fiinfte Minute wird umgeschiittelt. Da, 
wird 5 bis 10 Minuten zentrifugiert (etwa 3000 Umdrehungen pro Minut 
und die iiberstehende Enzymlésung dekantiert. Dies wird drei bis viern 
wiederholt und die erhaltenen Enzymlésungen getrennt aufbewahrt. W 
das Trockenpraparat verwandt, so suspendiert man 1g Hefe in 15 « 
der Phosphatlésung und extrahiert zwei- bis dreimal wie oben beschriely 
Die Enzymlésungen sind im Kiihlschrank mehrere Tage haltbar. 


Meth ylenblauversuche. 


Die Priifung der Enzymlésungen geschah nach der Thunbergsche: 
Methylenblaumethode | Thunberg (4)|.. Es erwies sich bald, daB bei eine: 
Zusatz von Alkohol und Methylenblau zur Enzymlésung die Entfarbuny 
zeiten nicht kiirzer waren als ohne Alkoholzusatz. Fiigte man indessen aube: 
Alkohol etwas Co-Enzym hinzu, ging die Entfarbung sehr rasch vonstatten 
Als Beispiel soll Versuch 1 angefiihrt werden. In dem Versuch ist di 
Alkoholdehydrogenase in Enzymlésungen verschiedener Extraktionen eine= 
ausgewaschenen Trockenhefepraparates untersucht worden. Als Co-Enzym 
wurde ein sehr reines Praiparat von adenosintriphosphorsaurem Calciun 
nach Fiske dargestellt verwandt. Dieses Praparat wurde mir liebenswiirdige: 
weise von Herrn Dr. J. Deuticke aus Embdens Laboratorium iiberlassen, 
wofiir ich meinen besten Dank ausspreche. Seziighich der Co-Enzym 
wirkung dieses Praparates siehe Deuticke (5), Nilsson und von Euler (6 
und Holmberg (7). 


Versuch 1. 
Wiederholte Enzymextraktionen eines Trockenhefepraparates. Tem 
peratur 30°C. px im Reaktionsgemisch (ohne Alkohol mit der Chinhydron 
elektrode gemessen) 7,4. Als Co-Enzym wurde eine 1°/,)ige Lésung von 
adenosintriphosphorsaurem Ca verwendet. Mb. = Methylenblaulésung. 
Entfarbungszeiten von mehr als 2 Stunden sind mit angegeben. 
DBMIGM Ak Spe Lee sl is tera A AB OR 0,3 0,38. cem 
1 mol. Athylalkohol 
Co-Enzym. 
Mb. 
Aqua dest. 


1 
20000 - 


Entfarbungszeiten in Minuten: 

RES Es. mit hs uaa went. 110 
Bytes VR Ok 17 
Pe re se ee ee 34 


Die Starke der Enzymlésungen aus Trockenhefepraparaten va 
riierte etwas. Manchmal konnten drei Extraktionen gleich starke 
Enzymlésungen geben, manchmal erhielt man nur im ersten und zweiten 
Extrakt aktive Enzymlésungen. Wurde die Extraktion mit frisc! 
ausgewaschener, nicht getrockneter Hefe ausgefiihrt, erhielt man meist 
drei bis fiinf aktive Extrakte, wie Versuch 2 zeigt. 
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Versuch 2. 
Viederholte Enzymextraktionen aus frisch ausgewaschener, nicht 
trockneter Unterhefe. Versuchsbedingungen wie im Versuch 1. 
Braymiteune «....+s «+ « « OF 6828 688 OScem 
Imol. Athylaikohol ........ O.5 O5 
Cee 2) GS Gone el eee 0,2 0.2 
1 ‘ € Sy 
SE) SOO a ee ee ee” 4 0,2 0,2 
re a re ae ae | 2 0.5 


Entfarbungszeiten in Minuten: 
Bepeeewton: hs Ge Ged ee te Ce 84 6'/, 21 
Me RiP vidas: sh aie 100 ll'/, 41 
BEN 02m 1's. Ce axe ac eee er 15 105 
| Ree eee ee 18 


Die ersten Extrakte waren nicht von dem gleichen Reinheitsgrad 
wie die spateren. Ohne Zusatz von Alkohol oder Co-Enzym (Spontan- 
entfarbung) erhielt man eine merkbare Entfarbung, und mit Co-Enzym 
allein ging die Entfarbung besonders schnell vor sich. Die Donator- 
wirkung von Co-Enzym allein JaBt sich folgendermaBen erklaren: 
Entweder enthalten die ersten Enzymlésungen eine Adenosintriphosphor- 


siure-Dehydrogenase, die in den spateren Extrakten, die keine Ent- 
farbung mit Co-Enzym allein ergeben, nicht vorhanden ist, oder die 
Wirkung der Adenosintriphosphorséure besteht darin, daB sie als 
Co-Enzym fiir die Dehydrierung anderer im Extrakt  befindlicher 
Donatoren, z. B. Hexosediphosphorsaéure, wirkt. Wenn die Hefezellen 
durch die ersten Extraktionen von dieser Substanz befreit worden sind, 
tritt die Co-Enzymwirkung in den folgenden Extrakten nicht hervor. 
Die letzte Erklarung halt Verfasser fiir die wahrscheinlichste. Die Ver- 
suche liefern jedoch keinen entscheidenden Beweis dafiir. 

Die oben beschriebenen Enzymlésungen sind von Donatorsubstanzen 
so gut wie vollig befreit, was aus der Abwesenheit einer Spontanreduktion 
zu ersehen ist. Wiinscht man Enzymlésungen auf ihren Reinheitsgrad 
zu untersuchen, so mu die Priifung (Spontanreduktion) mit sehr 
kleiner Methylenblaumenge vorgenommen werden. Mit gréBerer Methyvlen- 
blaumenge kann man natiirlich immer scheinbar reine Enzymlésungen 
erhalten, da in diesem Falle die spontanreduzierenden Substanzen obwohl 
sie in recht groBen Mengen anwesend sind fiir die véllige Reduktion des 
Methylenblaus nicht ausreichen, was falschlich-als ,,keine Spontanreduktion* 
gedeutet werden kann. 

Am schwierigsten war es, Enzymlésungen zu erhalten, die nach 
Zusatz von Adenosintriphosphorséure allein keine Beschleunigung 
der Entfarbung ergaben. Die Extrakte aus ausgewaschener Trockenhefe 
waren in dieser Hinsicht am besten (siehe Versuch 1) (bzw. die dritten 
bis vierten Extrakte aus frisch ausgewaschener Hefe). Wahrend des 
Trocknens im Vakuumexsikkator diirfte also entweder die Adenosin- 
triphosphorséure-Dehyvdrogenase bzw. die von Co-Enzyvm aktivierten 


Biochemische Zeitschrift Band 272. 7 
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Donatorsubstanzen oder ihre Dehydrogenasen destruiert worden sei) 
oder es liegt die Méglichkeit vor, daB diese Faktoren aus der Tockenh: 
bei der Extraktion nicht herausgelést werden. 


Die Alkoholdehydrogenaselésungen sind jedoch nicht rein, da s 
auch andere Dehydrogenasen enthalten. Es scheint jedoch, als ob di 
Enzymlésungen auber der Alkoholdehydrogenase, die wohl] fiir die ganz; 
Alkoholreihe gemeinsam ist, nur wirklich aktive Enzyme fiir Deh) 
drierung von Hexosediphosphorsaure, Apfelsdure und Glycerinphospho: 
siure enthalten. Da® die Dehydrierung der letzteren Substanz di 
Mitwirkung von Co-Enzym benétigt, ist, glaube ich, eine neue Tatsach: 
Kine ganz schwache Donatorwirkung wurde mit Glutaminséure, «- und 
B-Oxybuttersdure erhalten. Die Donatorwirkungen der oben genannten 
Substanzen allein und in Kombination mit Co-Enzym gehen aus Ver. 
such 3 hervor. 

Versuch 3. 
Alkoholdehydrogenaselésung aus Trockenhefepraiparat. Temperatur 30° ©. 
PH 7,5. Zusammensetzung des Reaktionsgemisches wie im Versuch |, 
der Alkohol aber durch die verschiedenen Donatoren ersetzt. Spontan 
entfarbung mehr als 3 Stunden. Entfarbung mit Co-Enzym allein 129 Mi 
nuten. Wo nicht anders angegeben, waren die zugesetzten Donatorlésungen 
m/10. 





Entfirbungsze iten mit 


 Donetor 


Jonator allei 
+ CO-Enzym Donator allein 


Athylalkohol . 

1/000 Hexosediphosphorsaures ( ‘a* 

Apfelsaures Na** | . 

Glycerinphosphorsaures Na* st. Ba Ai 

Glatemmemares Ha®*®. 2. fw kk kt ot - 
ciate Ne Se a as 5 49 
f. Oxybuttersaures Na *** pata es, Sk: : 
0,05 m a-Milehsaures Na (B. D. H. ) te Ge < = 


* Candiolin, mit etwas n/200-HCl in Lisung gebracht. ** Priiparat von Kahlbaum, 
*** Priparat von Schuchardt. 


Kine ganze Reihe von Substanzen, die bei Miillers (2) Versuchen 
Donatorwirkungen hervorrufen, blieben bei Priifung mit obengenannten 
Enzymlésungen vollig wirkungslos. Diese Substanzen waren: Glyvkose. 
Mannose, Galaktose, Fructose (gelegentlich schwache Donatorwirkung), 
Sorbit, Adonit, Ameisenséure, Oxalséure, Glykolsdure, Glycerinsaure 
(gelegentlich von schwacher Donatorwirkung). Ohne Donatorwirkung 
waren ferner Bernsteinsaure, Citronensiure (Hemmung), Mandelsaure 
Acetaldehyd (Hemmung), Xantin, Brenztraubensiure (Hemmung 
und Glykonsaure. Die Enzymlésungen sind also, verglichen mit denen 
von WMiiller, weitgehend gereinigt worden, sowohl hinsichtlich de: 
Spontanentfarbung, als der Befreiung von anderen Dehydrogenasen 
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id dirften fiir das Studium der Alkohol- und Hexosediphos- 
shorsdure-Dehydrierungsprozesse ein geeignetes Enzymmaterial sein. 
War die Lebedew-Trockenhefe mehr als 3 Monate alt, so enthielten die 
Knzymlésungen nur Alkohol und Hexosediphosphorsauredehydro- 
venase. Von Interesse ist es, daB es gerade diese zwei fiir die Alkohol- 
varung so wichtigen Enzyme sind, die in der Unterhefe in so groBen 
Mengen vorkommen. 

Die wichtige Frage, ob der im Alkoholmolekiil aktivierte Wasser- 
stoff direkt mit Sauerstoff reagieren kann, wird im folgenden Abschnitt 
behandelt. 

B. Versuche mit ausgewaschenen Hefezellen. 

Als Enzymmaterial wurde eine Phosphatsuspension der frisch ge- 
waschenen Hefe oder des Trockenhefepraparates verwandt. Auch die fiir 
die Herstellung der Phosphatextrakte benutzten Hefezellen kénnen nach 
der Extraktion mit Vorteil verwandt werden, da sie durch die Extraktionen 
von spontanreduzierenden Substanzen weitgehend gereinigt sind, ohne 
da8 die intrazellulare Alkoholdehydrogenase abgeschwacht worden ist. 

Methylenblauversuche. Es ist zu erwarten, daB die Hefesuspension 
eine gréBere Anzahl von Dehydrogenasen enthalt als die Phosphat- 
extrakte, da sich ergeben hat, daB nicht alle Dehydrogenasen mit 
Phosphat extrahierbar sind, was der folgende Versuch zeigt. 


Versuch 4. 
Hefezellenphosphatsuspension. 3g stark abzentrifugierte, feuchte, fiinfmal 
ausgewaschene Lebedew-Trockenhefe in 5ccm Phosphatpuffer, px 7,4, 
suspendiert. Temperatur 30°C. Reaktionsgemisch wie im Versuch 1. 
Die zugesetzte Mb.-Lésung war hier !/j9999. Spontanentfarbung 122 Minuten. 
Entfarbung mit Co-Enzym allein 35 Minuten. Wo nicht anders angegeben, 
waren die zugesetzten Donatorlésungen m/10. 





Entfarbungs- Entfirbungszeiten mit 
zeiten mit 
Donator 
+ Co- 
Enzym 


Donator 
+ CO- 
Enzym 


Donator 
allein 


Donator 
allein 


Giveome 2. 13 16 Glycerinsaures Na . 6 10 
Fructose... .. 8 12 Glykonsaures Na. 15 28 
Galaktose. . . . . | 21 99 Glykolsaures Na. . 38 42 
Mannose... . . 29 67 Essigsaures Na . . 16 20 
ah a er 19 49 Ameisensaures Na . 27 80 
ee 25 39 Oxalsaures Na . . 58 Hemmung 
1/1000 Hexosediphos- Bernsteinsaures Na 37 89 
phorsauresCa . 2 31 Apfelsaures Na . . 4 32 
Athylalkohol .. . 21/, 35 Milchsaures Na . . 61 30 
Glycerinphosphor- Citronensaures Na. Hemmung | Hemmung 
sauresNa... 26 120 





Alle hier gepriiften Substanzen hatten in den Versuchen Miillers 


eine Donatorwirkung, mit Ausnahme von Bernsteinséure, Glykonsaure 
und Glycerinphosphorsaure, welche letztere nicht geprift war. 
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In bezug auf die Deutung obenstehenden Versuchs ist folgendes 
bemerken: 

Vergleicht man die Enttarbungszeiten der Réhren von ,,Donator allei: 
mit denen ohne Donator (Spontanentfarbung 128 Minuten), so 1a 
sich eine deutliche Donatorwirkung aller Substanzen auBer Glyceri: 
phosphorsaure, Citronenséure und Oxalsiure konstatieren. Dies zeigt, 
daB diese Substanzen selbst oder aus ihnen entstandene Substanzen al: 
Donatoren wirken und daher die Hefezellen Dehydrogenasen der fragliche: 
Substanzen enthalten. Eine solehe Deutung mu8 jedoch mit Vorbehait 
aufgenommen werden. Man mu die geringe Aktivitit der Enzyme }y 
achten. Die zugesetzte Mb.-Menge enthalt nicht mehr als 20y Mb., die 
in den meisten Fallen nicht sehr schnell entfarbt werden. Bei der geringe: 
Mb.-Menge ist es mdéglich, daB sehr kleine Verunreinigungen der ver 
schiedenen Priparate als eventuelle Donatoren wesentlich bei der Ent 
firbung mitwirken. Man kann jedoch annehmen, dafX§ die Mehrzahl de: 
Priparate einen groBen Reinheitsgrad besitzt (Kahlbaum), und daB, wenn 
die Entfarbungszeit kiirzer ist als 50 Minuten, eine Donatorwirkung vorliegt. 
Da wir wissen, da} einige von diesen Substanzen (Hexosediphosphorsaure, 
Alkohol, Apfelsiure und Milchsaéure) nur unter Mitwirkung eines Co-Enzyms 
dehydriert werden, ist anzunehmen, da die Hefezellen etwas Co-Enzym 
enthalten haben. Der Zusatz von Co-Enzym allein verkiirzt die Spontan 
entfarbungszeit von 122 auf 35 Minuten, woraus man schlieBen kann, daj) 
die Hefezellen auch eine bestimmte Menge Donatorsubstanzen enthalten 
(bzw. eine auf das Co-Enzym eingestellte Dehydrogenase). 

Wenn Co-Enzym und Donator zusammenwirken, erhalt man fiir die 
meisten Donatoren Entfairbungszeiten von weniger als 35 Minuten. Nur 
fiir Hexosediphosphorsaure, Alkohol, Milchsiure und Apfelsaure ist auf eine 
sichere Aktivierung von Co-Enzym zu schlieBen. In den anderen Fiillen 
kann eine Zusammenwirkung der Entfarbung von Co-Enzym allein und 
dem Donator allein eventuell die Verkiirzung herbeigefiihrt haben. Glycerin 
phosphorsaéure, die immer in Phosphatextrakten mit Co-Enzym aktiviert 
wurde, gab mit Hefezellensuspensionen wechselnde Resultate. Bei diesem 
Versuch hat keine Aktivierung stattgefunden. 

Sauerstoffversuche. Die Hefephosphatsuspension war ein fiir 
Sauerstoffversuche geeignetes Enzymmaterial, da die Alkoholdehydro- 
genase hier sehr aktiv war, und da eine Sauerstoffaufnahme, die von der 
geringen Spontanreduktion der Enzymlésungen herriihren k6énnte, 
nicht meBbar sein dirfte. Die Alkoholdehydrogenase in der Hefe- 
suspension ist vielfach aktiver als die Succinodehydrogenaselésungen, 
bei welchen eine groBe Sauerstoffaufnahme gefunden wurde [Leh- 
mann (9)]. 


Es lieBe sich demnach erwarten, dab, falls die Alkohol 


dehydrogenase eine oxytrope Dehydrogenase ware, wie Wieland und 
Bertho (9) und Miiller (1) es behaupten, eine groBe Sauerstoffaufnahme 
stattfinden wiirde. Bei Untersuchung mit der Barcroft- Warburg-Technik 
konnte indessen eine Sauerstoffaufnahme nicht konstatiert werden 
Um eine eventuelle Co-Enzymdestruktion wahrend der Einstellungs- 
periode (10 Minuten) zu vermeiden, wurde das Co-Enzym im Annex 
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Aktivierung von Hefealkoholdehydrogenase. 1G] 
r RezipientengefaBe abpipettiert und erst nach der Einstellungs- 
wriode zum Reaktionsgemisch gegeben. Es war dabei notwendig, 
ler Co-Enzymlésung dieselbe molare Alkoholkonzentration wie im 
Reaktionsgemisch zu erteilen, da sonst die Verditinnung der Alkohol- 
konzentration im Reaktionsgemisch beim Zugeben des Co-Enzyms 
Veranderungen im Alkoholdampfdruck in den Rezipienten verursachte, 
wobei Druckanderungen entstanden, die nicht von einer Sauerstoff- 
aufnahme herriihrten. Versuch 5 zeigt die Zusammensetzung des 
Reaktionsgemisches und die Versuchsbedingungen. 


Versuch 5. 

Hefezellenphosphatsuspension. 2,5 g¢ sechsmal ausgewaschene — stark 
abzentrifugierte feuchte Unterhefe wurde in 5 cem Phosphatpuffer, py 7.4, 
suspendiert. Volumen des Barcrojt- Warburg-GefaBes etwa 17 cem. Schiittel- 
geschwindigkeit 110 Minuten. Schiittelamplitude -- 15 mm. Luft in 
allen GefaBen. Das Co-Enzym (1°/ 9, adenosintriphosphorsaures Ca) wurde 
in den GefaBannex zusammen mit einer der Alkoholmolaritaét im Reaktions- 
gemisch (1,33 mol.) entsprechenden Menge Alkohol nach der Einstellungs- 
periode (10 Minuten) eingeschiittet. Im GefaBeinsatz 0,2 eem 5 %ige KOH. 
Die Priifung der Enzymaktivitat erfolgte mit Mb. im Vakuum, indem eine 
gewisse Menge Mb. zu 1 cem des Reaktionsgemisches hinzugesetzt wurde. 
Zu der Kombination Alkohol plus Co-Enzym (Rohr Nr. 3) wurden 
0,2cem Mb. 1: 2000 hinzugesetzt: Entfarbung in 3 Minuten. Fiir die 
drei Kontrollen (Rohr Nr. 1, 2, 4) kamen nur 0,lcem Mb. 1: 5000 
zur Anwendung. Keine der Kontrollen wurde in 1 Stunde entfarbt. 





Rohr Nr.: 


Hefezellensuspension 

4mol. Alkohol . 

Co-Enzym (im Annex) . . 
4mol. Alkohol (im Annex) 
We eae Sts 


Q -Aufnahme im emm nach 2 Std. . 


Diese Versuche mit einer so hochaktiven Alkoholdehydrogenase 
bewiesen jedoch nicht, daB die Alkoholdehydrogenase eine anoxytrope 
Dehydrogenase sei, denn eine Priifung der Aktivitaét des Reaktions- 
gemisches nach zweistiindigem Versuch zeigte, daB die Enzymaktivitat 
auBerordentlich geschwacht war. Es wurde deshalb eine Serie von 
Versuchen angestellt mit sechs Manometern und den gleichen Reaktions- 
gemischen. In Zwischenraumen von 20 Minuten wurde der Inhalt 
eines der Rezipienten abpipettiert, vermittelst der Mb.-Methode auf 
see Enzymaktivitat geprift und mit der Enzymaktivitaét vor 


und nach der LEinstellungsperiode verglichen. In dieser Weise 
konnte die Aktivitétsherabsetzung verfolgt werden. Versuch 6 
zeigt das Resultat. 
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Versuch 6. 
Hefezellensuspension und Methodik wie in Versuch 5. In der ersten Versuc} 
serie wurde Co-Enzym vor der Einstellungsperiode (10 Minuten) hinz 
gesetzt, in der anderen erst nach derselben. Sechs ManometergefaBe wurde 
in jeder Serie mit folgendem Reaktionsgemisch beschickt: 1 cem Het 
zellenphosphatsuspension, 0,7 cem 4 mol. Athylalkohol, 0,4 cem 1° oiges 
adenosintriphosphorsaures Ca und Wasser zu 1,l ecm. In Serie 2, \ 
Co-Enzym nach der Einstellungsperiode hinzugesetzt wurde, geschah dies 
wie im Versuch 5. Sofort nach der Einstellungsperiode wurde 1 cem de; 
Versuchsmischung aus Manometer Nr. 1 mit 0,2 cem Mb.-Lésung 1 : 2000 
auf Enzymaktivitaét untersucht. In Intervallen von 20 Minuten wurde: 
die anderen Reaktionsgemische in derselben Weise untersucht. Die Ent 
farbungszeit desselben Gemisches vor der Einstellungsperiode war fii: 
beide Serien 3 Minuten. 





Serie 1 Serie 2 


Manometer Nr.: } ae he ; ‘ 3 4 


Versuchszeit in Min... . 120 40 60 20 40 60 80 —§ 100 
QO -Aufnahme in cmm. . 1 OL Ons 1 ee se 2 
Kntfarbungszeit des Mb.- | | | 

Versuchs in Min.. . . |14/19 30 42 54] 2? | 6|11) 12%g| 134, 


Aus dem Versuch (Serie 2) ist ersichtlich, daB die Enzymaktivitit 
nach 18 Minuten zwar etwas herabgesetzt ist, sie jedoch noch groB genug 
sein diirfte, um fiir eine bedeutende Sauerstoffaufnahme hinzureichen 
(vgl. die groBe O,-Aufnahme mit Succinodehydrogenaselésungen von viel 
geringerer Aktivitat). Samtliche Versuche haben also eindeutig gezeigt. 
daB keine Sauerstoffaufnahme stattfindet. Die Alkoholdehydrogenas: 
mup demnach als anoxytrope Dehydrogenase aufgefapt werden. 

Es wurde ferner versucht, eine Sauerstoffaufnahme mit Mb. als 
Wasserstoff-Sauerstoffvermittler hervorzurufen. Diese Versuche er- 
gaben ein negatives Resultat. Ahnliche Versuche mit Lacticodehydro- 
genase in ausgewaschenen, sehr aktiven PreBhefesuspensionen ergaben 
ebenfalls keine Sauerstoffaufnahme. Es ist also anzunehmen, dab bei 
solchen Versuchen mit intrazelluliren Dehydrogenasen besondere 
Verhaltnisse vorliegen, da es ja bekannt ist, daB eine Sauerstoffaufnahme 
mit der anoxytropen Lacticodehydrogenase in Phosphatextrakten mit 
Mb. hervorgerufen werden kann [ Bernheim (10)]. DaB Miiller eine Sauer- 
stoffaufnahme mit Enzymlésungen aus Hefemazerationssaft erhalten 
hat, diirfte darauf zuriickzufiihren sein, daB solche Enzymlésungen 
sehr unrein sind, und wahrscheinlich mit wirksamen Wasserstoff- 
Sauerstoffvermittlern vermengt sind. 


SchluBfolgerung. 
Soweit es Verfasser bekannt ist, liegen keine friiheren Unter- 


suchungen vor, die die Mitwirkung eines Co-Enzyms bei der Alkohol- 
dehydrierung in der Hefe erwiesen haben. Nach AbschluB dieser Untet 
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ichung wurde Verfasser auf einige Versuche von Andersson (11) auf- 
merksam, in welchen eine Co-Enzymwirkung in Enzymextrakten von 
Giurkensamen mit Alkohol als Donator auftrat. 

In einer folgenden Arbeit soll gezeigt werden, daB die Alkohol- 
lehydrierung im tierischen Gewebe ebenfalls der Mitwirkung von Co- 
Enzym_ bedarf. 

Da Adenosintriphosphorséure (nach Fiske dargestellt) und Co- 
Zymase bei biologischen Dehydrierungsprozessen als Co-Enzym gleich- 
wertig zu sein scheinen [R. Nilsson und H. v. Euler (6), sowie Holm- 
berg (7)] ist anzunehmen, da die in Hefezellen vorkommende Co-Zymase 
das naturliche Co-Enzym der Alkoholdehydrierung der Hefezellen ist. 
Fir das Verstandnis der Alkoholgarung diirfte die Mitwirkung des 
Co-Enzyms auch von Interesse sein, da, wie Verfasser in einer folgenden 
Publikation zeigen wird, die Alkoholdehydrierung reversibel ist, d. h. 
da Acetaldehyd unter Mitwirkung von Alkoholdehydrogenase und 
Co-Enzym zu Alkohol hydrogenisiert werden kann. 


Zusammenfassung. 


1. Es wird eine Methode zur Herstellung von Alkoholdehydro- 
genaselésungen aus Lebedew-Trockenhefe beschrieben. 

2. Die Alkoholdehydrogenase wird von Co-Enzym_ (Adenosin- 
triphosphorsaure nach Fiske) aktiviert. Sie ist sonst inaktiv (Methylen- 
hlaumethodik). 

3. Zur Feststellung des Reinheitsgrades werden die Enzymlésungen 
auf das Vorkommen von anderen Dehydrogenasen untersucht. Dabei 
wird festgestellt, daB Glycerinphosphorsdure-Dehydrogenase auch von 
Co-Enzym aktiviert wird. 

4. Kine sehr aktive Alkoholdehydrogenase, aktiviert von Co-Enzym, 
wird in den Hefezellen selbst nachgewiesen. Die Hefezellen werden 
auf andere Dehydrogenasen untersucht. 

5. Es wird mit Suspensionen von ausgewaschenen Hefezellen 
gezeigt, dal} Sauerstoff nicht als Wasserstoffakzeptor bei der Alkohol- 
dehydrierung dienen kann. Die Alkoholdehydrogenase ist daher als 
eine anoxytrope Dehydrogenase aufzufassen. 
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Wielands labiler Wasserstoff bei der schwermetall- 
katalytischen Oxydation von Sulfhydrylverbindungen. 
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(Aus dem Physikalisch-Chemischen Institut der Karls-Universitat in Prag 


(Eingegangen am 9. Juni 1934.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


1. Einleitung. 


Von Warburg wurde zuerst angenommen und zusammen mit Sakuma 
bestatigt (1) (2), daB die die Autoxydation von Cystein hemmende 
Wirkung der Blauséure der Bindung von Eisen oder einem anderen 
Schwermetall, das im Cystein als Verunreinigung anwesend ist, zu- 
geschrieben werden mu. Daraus wurde geschlossen, dab Eisen ein 
vorziiglicher Oxydationskatalysator fiir Cystein und andere Thio- 
siuren ist. Die Vorstellung einer Eisenkatalyse der Cysteinoxydation 
fiihrte deswegen zu einem einfachen Reaktionsmechanismus, dem- 
gema} Cystein im Komplex mit dreiwertigem Eisen zu Cystin oxydiert, 
wahrend das Eisen wieder zur zweiwertigen Form reduziert wird. 
Dieses zweiwertige Eisen wird durch Sauerstoff oxydiert und der Vorgang 
kann sich wiederholen (3). Wie Toda (4) gezeigt hat, findet diese Aut- 
oxydation von Cystein auch unter anaeroben Bedingungen mit Methylen- 
blau statt. Auch hier wird sie in éhnlicher Weise durch Blauséure ver- 
zogert. Harrison (5) erweiterte diese Befunde auf Glutathion und 
Thioglykolsiure und kam zu analogen Ergebnissen. Toda glaubt mit 
Warburg (4), daB diese anaerobe und durch Eisen katalytisch be 
schleunigte Oxydation von Cystein nicht durch aktivierten Wasserstoff 
der Sulfhydrylgruppe, der direkt mit dem Farbstoff reagieren k6énnte. 
erklart werden kann, was mit Wielands Dehydrierungstheorie (6) tiber 
einstimmen wiirde. Doch deutet er diese Tatsache entsprechend de: 
Warburgschen Theorie der Schwermetallkatalyse (6). 

Durch die vorliegende Arbeit wird bewiesen, daB die Aktivitaét des 
Sulfhydrylwasserstoffs bei komplexer Verbindung von Cystein bzw 
einer anderen Thiosiure mit Kobalt- oder Nickelsalzen erhéht wird 
Die Annahme einer direkten, durch Schwermetalle katalysierten Wasser- 
stoffiibertragung im Sinne der Wielandschen Dehydrierungstheoric 
wurde somit durch experimentellen Befund wahrscheinlicher gemacht. 
und die postulierte Wasserstoffaktivierung durch koordinative Bindung 


der Sulfhydrylgruppe erklart. 
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2. Die polarographische Methode, 


Die Existenz eines solchen labilen Wasserstoffs wurde durch He yrovsk 4s 
jlarographische Methode festgestellt. Diese Methode ist in mehreren 
bhandlungen von ihrem Autor und = seinen Mitarbeitern beschrieben 
orden [(7) bis (12)]; sie beruht auf Elektrolyse mittels tropfender Queck- 
iberkathode. Die Stromspannungskurven werden dabei automatisch 
ich einen Apparat dem sogenannten Polarograph, auf photographischem 

Papier registriert, wobei alle Elektroreduktionen, die sich an der Ober 


fliche der Quecksilberkathode abspielen, durch eine Stromsteigerung 
chtbar werden. An diese Kathode wird eine von 0 bis etwa 2 Volt kon 
nuierlich erhéhte polarisierende elektromotorische Kraft angelegt. Ist 
las _Kathodenpotential, bei welchem eine gewisse Elektroreduktion statt- 
finden kann, nicht erreicht, so kann kein Strom durch den Elektrolyt 
flieBen. Sobald aber dieses, fiir jede Elektroreduktion charakteristische 
Potential iibersehritten wird, beginnt die Reduktion und die Stromintensitit 
wichst expotentiell. Diese Steigerung ist jedoch begrenzt durch die Ge 
schwindigkeit, mit der reduzierte Teilchen in der unmittelbaren Nahe der 
Kathode durch neue ersetzt werden kénnen. Es wird also ein Grenzstrom 
erreicht, der der Konzentration der reduzierten Partikeln direkt proportio 
nal ist. 

Aus solcher polarographischen Kurve kann man deshalb einerseits 
qualitativ, dem charakteristischen Potential entsprechend, andererseits 
quantitativ, der Héhe des Grenzstroms entsprechend, die Lésung analy 
sieren. Die groBe Empfindlichkeit dieser Methode erméglicht eine Be 
stimmung von Spuren reduzierbarer Substanzen bis zu einer Konzentration 
von 10-®n. Dabei geniigen schon Volumina, die unterhalb 0,1 eem sein 
konnen. 

AuBer diesen Reduktionen, deren Grenzstroéme der Konzentration 
von reduzierbaren Teilehen proportional sind, begegnet man an der Queck- 
silbertropfkathode einigen katalysierten Reduktionen, bei welchen viel 
gréBere Stréme beobachtet werden, als der Konzentration einiger spezifi- 
schen Bestandteile der Lésung entsprechen wiirde. Zu dieser Art von 
Reduktionen gehért die Erscheinung, die in ammoniakalischen Lésungen 
von Kobalt- oder Nickelechlorid in Ammoniumehlorid durch Spuren von 
Cystein oder Cystin hervorgerufen wird (13). 


3. Experimenteller Teil. 


Die Stromspannungskurven wurden mittels der erwahnten polaro 
Einrichtung registriert. Die Empfindlichkeit des Spiegel- 
galvanometers (Hartmann-Braun), die durch Shunt beliebig geandert 
werden konnte, betrug 1,2. 10°*Amp.mm_ und seine Halbperiode 
4,53 Sekunden. An dem potentiometrischen Draht des Polarographen 
wurde eine Spannung von 4 Volt angelegt, so daB emer Umdrehung des 
Rades um 360° ein Zuwachs von 200 Millivolt entsprach, was auf den 
eine vertikale Linie gekennzeichnet wird. Die 


graphischen 


Polarogrammen durch 
Stromspannungskurven wurden nur in einem Gebiet von 0,8 bis 2 Volt 
Abscheidung von Kobalt bzw. Nickel und det 


ausgefiihrt, wo sich die 
Eine aus 107% bis 2. 107% n CoCl,, n 10 NH, 


katalysierte Strom befindet. 
und n/10 NH,Cl bestehende Lésung verhalt sich polarographisch ganz 
normal (s. Kurve 1, Abb. 1). Die Stromspannungskurve zeigt emen Grenz 
strom der Kobaltabscheidung, der nach dem Kobaltadsorptionsmaximum 


a * 
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erreicht wird; ferner scheidet sich beim Potential von 1,8 Volt Ammoniu 
ab. Wenn man zu diesem Gemisch Cystin, und zwar in sehr kleiner Ko 


zentration (etwa LO~®) zugibt, wird eine charakteristische Stromsteigerun. 


mit deutlichem runden Maximum hervorgerufen (s. Abb. 1). Die Ho} 
dieses Maximums ist ungefahr 500mal gréer, als dem Grenzstrom ein 
gewohnlichen Reduktion von Cystin entsprache. Die Beziehung zwische 
Cystinkonzentration in dem bereits angegebenen Gemisch und der en 
sprechenden Hohe des Maximums auf der Stromspannungskurve ist nicl 
linear, sondern ergibt in graphischer Darstellung eine Kurve, die bei gi 


wisser Konzentration von Cystin einen Grenzwert erreicht (s. Abb. 2a 
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Abb. 1. 
1. Kein Cystin 
2, 2,4.10-6 mol. Cystin in 2.10-3n CoClg, 10-1 n NHC), 10-1 n NHg. 
3 te. 16-5 .. a | 


Enpt = Ysto fi A a 2 2-0 n Col 10 ANAC 0% hy 
Tf qs 4  zugegeben: ¥-10~"m bystiniésung 
¥ } { ih + 
, 4 key ¥ J \ i 
j 4 j a ‘ 2 \e ha 


Abb. 2a. 
Zu 2ecem der Lisung 2.10-5 n CoCly in 10-1 n NH,Cl, 10-1 n NHg zugegeben eine Losung 
von 4.10-4m Cystin in 2.10-3n CoClyg, 10-1 n NH,Cl, 10-1 n NHs, 


1. Kein Cystin 

2, 9.8.10-6 mol. Cystin 

as i9.10 * * 

A i , in 2.10-3n CoCl, 10-1 n NH,Cl, 10-10 NH. 
». 36.10-5 , = : 

G. 64,9075 . - 

% O2.20°5 , 


8. 6.0.10 
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1 2b). Sie hat die Gestalt einer Langmuirschen Adsorptionsisotherme, 


irch welche sie auch rechnerisch ausgedriickt werden kann, wie des weiteren 
zeigt werden wird. 


2u 0h Col ly 0 MMyl, 10 My zagegaben: 4-1 ‘ma Lystinlisung 


if 
} 
| i 





s 6.0.10 

9. 7,4.10 

10 8.6.10 

i ng in 2.10-3n CoCly, 10-1 n NHAC, 10-1n NHg. 
13. 15,0.10 és * 

14. 17,1. 10 * * 

15. 19.0.10 


Dieselben Resultate wurden mit Cystein erhalten. Nach dem Schema 
RS—SR 2 20 >2RSH 

reduziert sich an der Quecksilbertropfkathode (13) ein Molekiil Cystin zu 
zwei Molekeln Cystein, weshalb die beschriebene Erscheinung primar durch 
Cystein verursacht sein mufB. Eine weitere und analoge Erfahrung mit der 
einfachsten Thiosaure, und zwar Thioglykolsiure, hat Klargemacht, dab 
man die Ursache des anormalen Stromanstiegs in der Sulfhydrylgruppe 
suchen mu. Es ist weiter auffallend, da in Abwesenheit von Kobalt und 
Nickel diese Erscheinung nicht hervortritt, weshalb ein Einflul} der Kobalt 
oder Nickelionen in der Lésung auf die Sulfhydrylgruppe angenommen 
werden mub. 

Ist Kobalt in analogen Gemischen als Komplex anwesend, so tritt det 
charakteristische Stromanstieg nicht ein: z. B. im Falle vom Kobalti 
hexammin, dessen Koordinationssphare mit festgebundenen Ammoniak 
molekelIn besetzt ist (13). Dadurch ist also bestatigt, dai fiir diese E1 
scheinung eine Komplexverbindung von Cystein und Kobalt notwendig ist. 

Innerkomplexverbindungen von Kobalt und Cystein sind in letzter 
Zeit von Schubert (14) isoliert und beschrieben worden. Seine Ergebnisse 
bewiesen, da die Sulfhydrylgruppe durch Nebenvalenzen koordinatiy 
gebunden ist. 


4. Die Vorstellung der Sulfhydrylwasserstoffaktivierung. 

Bei Betrachtung aller dieser Tatsachen kann man den Reaktions- 
mechanismus, der den anormalen Stromanstieg hervorruft, in folgender 
Weise darstellen. Auf Grund der polarographischen Erfahrung kann 
dem anormalen Stromanstieg nur Wasserstoffabscheidung entsprechen. 
Unter gewoéhnlichen Bedingungen kann eine Wasserstoffreduktion 
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aus ammoniakalischer L6sung nur nach der Ammoniumabscheidu 
stattfinden, da Wasserstoff auf Quecksilber eine groBe Uberspannu 
aufweist. Wenn sich trotzdem Wasserstoff aus oben genannten (i 
mischen mit Spuren von sulfhydrylhaltigen Sauren schon bei etw 


1.5 Volt abscheidet, mu man schlieBen, daB er in der Sulfhydrylgrupy 


eine gréBere Aktivitat in diesen Gemischen hat, die sich als sei 
Lockerung in der Bindung erweist. Dadurch wird seine Abscheidung 
erleichtert und das Wasserstoffion bei einem kleineren Potentialabfa 
an der Kathode losreiBen, 

Die Ursache der Wasserstoffaktivicrung mu in der Nebenvalenz 
betatigung der Sulfhydrylgruppe mit Kobalt gesucht werden. In de 
freien Sulfhydrylgruppe ist der Wasserstoff zum Schwefel fest gebunde: 
GemaB der Polaritatstheorie von Latimer und Porter (15) kann man 
dieser Gruppe in —CH,SH eine Restladung von der GréBe — 0.2) zu 
schreiben, Sie ist also im ganzen negativ. Wenn jedoch der Sulfhydry! 
schwefel durch ein Paar seiner Elektronen zum Kobalt koordinatiy 
gekoppelt wird, wobei noch die Elektronenbahnen vom Schwefelatom 
zum Kobalt abgelenkt werden, vermindert sich die negative Rest 
ladung der Sulfhyvdrylgruppe. Der positive Rest des Schwefelatoms 
wird deshalb gegen seine Elektronen verschoben, so dab er gegen das 
gleichgeladene Wasserstoffion abstoBend wirkt und die Entfernung 
zwischen ihnen vergr6Bert. In dieser Weise entsteht aus der Sulfhydry!- 
gruppe ein Dipol, dessen positiver Pol Wasserstoffion ist, das durch diese 
abstoBende Wirkung und Entfernung vom Schwefel gelockert und 
dadurch aktiviert wird. 

Diese Vorstellung einer Wasserstoffaktivierung in der Sulfhydry] 
gruppe kénnte mit Smythes (16) Formulierung der katalytischen Oxvda 
tionen von Oxysaiuren durch Komplexe mit zweiwertigem Eisen ver 
glichen werden. Man ist berechtigt, fiir die GréBe der Sulfhydryl- 
wasserstoffaktivierung noch héhere Werte zu erwarten, da fiir di 
Elektronenhiille von Schwefel gréBere Deformierbarkeit als fiir diejenige 
des Sauerstoffs durch refraktometrische Messungen bewiesen wurde (17 
Diese aktivierte Sulfhydrylgruppe ist weiter durch ihren dipolaren 
Charakter mit ihrem positiven Wasserstoffpol in die negativ geladene 
Oberflache der Quecksilberkathode adsorbiert. ©Dadurch wird di 
Lockerung des Wasserstoffs noch erhéht, bis er bei einem gewissen 
Potential viel positiver als der normalen Wasserstoffabscheidung 
entsprache abgeschieden wird. 

Nach der Wasserstoffabscheidung bleibt das negativ geladen 
Radikal —S’ zuriick, das nun mit Wasser gemal} dem Gleichgewicht 

Ss’ + H,O — SH + OH’ 


reagiert. 
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Die Abscheidung des Wasserstoffs von > SH kénnte sich wiederholen, 
nn die entstandenen OH’-lIonen den freien Lauf der Reaktion nicht 
mmen wurden. Beseitigt man diese [onen jedoch durch NH,-lonen 

NH, OH’ =. Ni H,O 
ler durch eine andere geeignete Pufferl6sung, so verschiebt sich das 
Gleichgewicht nach rechts, wodurch man viel gréBere Str6me erhalt. 
s der Konzentration von —SH entsprechen wirde. 


>. Vergleich mit der Langmuirschen Adsorptionsisotherme, 


Aus den Polarogrammen ist ersichtlich, daB die katalytischen 
Stroéme durch charakteristische runde Maxima begrenzt sind. In der 


polarographischen Praxis dient schon dies als Beweis, dab die be- 
treffende Substanz auf der Kathode adsorbiert wird (18) (19). Zur 
Bestatigung dieser Annahme fiihrt in unserem Falle noch die oben 
erwahnte Tatsache, dab die Abhangigkeit der H6he des Strommaximums 


yon der Cystinkonzentration durch die Langmuirsche Adsorptions- 
isotherme (20) (21) dargestellt werden kann. 


Es ist verstandlich, dafsi der Mechanismus der katalysierten Wasserstoff 
abscheidung sich auf der Oberflache abspielt. Man kann deshalb annehmen, 
daB die Konzentration des Katalysators an der Obertliche sich zu der 
jenigen in der Lésung der Langmuirschen Gleichung 


entsprechend verhalt: » bedeutet hier bekanntlich die Zahl der aut | qem 
der Oberflache adsorbierten Teilchen, 2 ihre maximale Zahl bei Sattigung, 
m ist ein spezifischer Koeffizient, ¢ die Konzentration in der Losung. 

Nimmt man weiter an, da®B die Héhe unserer Maxima der Oberflachen 
konzentration von Cystin proportional sind und driickt man ¢ dureh molare 
Cystinkonzentration in der Lésung aus, so findet man eine vollkommene 
Ubereinstimmung mit der obigen Gleichung'!. 

Fiir eine Lésung von 2.107? n CoCl,, n/10 NH,Cl, n/10 NH, in 
welcher die Cystinkonzentration von 9,8. 107° bis 1,9. 10°4 mol. geandert 
wurde (s. Abb. 2a und 2b), ergab sich fiir ™ der Wert 0,37. 10° und 
fiir z 660, wobei anstatt ” die Héhe 4 des entsprechenden Maximums in 
Millimeter bei einem Hundertstel der Galvanometerempfindlichkeit in die 
Gleichung gesetzt wurde. Fiir eine Losung von 107% n CoCl, unter denselben 
Jedingungen ist 0.74. 10° und z 330. Die Gleichungen, die also die 
Abhangigkeit der Ho6he des Maximums von der Cystinkonzentration aus 
driiecken, lauten: 

fir 10-?n CoCl,: far 2. 10°? n CoC: 
330 . 0,74. 10°. ¢ 660 . 0,37. 10° .¢ 
14+.0,74.108 .¢ ’ . 1 + 0.37. 108. « 

' Die hier benutzten Werte der Héhe des Maximums diirfen nicht 
verwechselt werden mit denjenigen Werten in bisherigen Veréffentlichungen, 
in denen fiir analytische Zwecke konventionell die Héhe des auf das 
Maximum folgenden Minimums verglichen wurde (13) (22) (23). 
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Ihre graphische Darstellung ersieht man aus Abb. 3. 


Die Werte fiir @ und z sind natiirlich nicht absolut, sondern nur relat 


sie geben jedoch einen geniigenden Beweis, dai die vorgeschtagene Annalhy 


der erwihnten Adsorption berechtigt ist. 


Es sei hier auf die relativ kleine Konzentration von Cystin aufmerks: 


gemacht (etwa 2.10°>4 mol.), bei welcher die 


+ et 
—— 
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ae y fini 
—"PiColl, in 0M, Lin 10 My 


x berectnet 
gefunden 


Abb. 3. 
Die Abhangigkeit der Hihe des Maximums 
von der Cystinkonzentration im Vergleich zur 
Langmuirschen Adsorptionsisotherme. 
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und 


ben in bezug auf di 
Kobaltchloridkonzentra 
tion, werden an andere: 


Stelle diskutiert werde; 


6. Mechanismus der 
Schwermetallkatalyse bei 
der Oxydation von Sulf- 

hydrylverbindungen, 

Aus allen diesen kr 
gebnissen ist) also det 
labile Wasserstoff — in 
einer cystin- bzw. cy 
steinhaltigen ammonia- 
kalischen 


Losung von 


Kobalt- oder Nickelchlorid) in Ammoniumchlorid experimentell ganz 


klar bewiesen, 


Es bleibt jetzt noch zu erwahnen, wie dies die Frag 


der Schwermetallkatalyse bei der Oxydation von Sulfhydrylverbin- 


dungen modifiziert. 


Die experimentellen Ergebnisse von Kendall und Holst (24), dic 
die Oxydation von Cystein und zweiwertigem Kobalt in Pufferlésungen 


durch 


folgendes Schema _ beschreiben (13): 


rT 1 R R. wt /R 
Co Co 


Ss SH 
>| OHOH 
SH 


Co 
I] 


Zuerst sind dem. betreffenden 


2RSH’ 
> 


verschiedene Oxydationsmittel studierten, kann man durch 


Hs SH 
OH OH 


SH 


Wasserstoffakzeptor die vier dure! 


koordinative Bindung aktivierten Wasserstoffatome direkt iibergebe: 


(Bei der Elektrolyse kénnen nur die Wasserstoffionen abgespalte: 
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rden, da die Elektronen der —S’ Radikale wegen der groBen Elek- 
menaktivitat an der Kathode nichts oxydieren kénnen.) In dem 
itermediaren Zustande TT und IIT oxydiert ein Molekul Cystin die zwei 
veiwertigen Kobaltatome zu dreiwertigen, wahrend das zweite, das 
ner komplexen Bindung mit Kobalt unfahig ist, seine Stelle gegen 
ystein aus der Loésung austauscht. So bekommt man Cystin neben 
\obalti-bis-Cysteinat in Verhaltnissen, die den experimentellen Be- 
funden entsprechen. Die Form IV von Kobalti-bis-Cysteinat wurde 
on Schubert (14) beschrieben. 


Von diesem experimentell begriindeten| Oxydationsschema fiir 
Kobalt ausgehend, kann man auch auf den Reaktionsmechanismus des 
cisenkatalytischen Kinflusses auf die Oxydation von Sulfhydryl- 
verbindungen tiefer eingehen. Den Todaschen (4) Befund, daB die 
Oxydation von Cystein mit Methyvlenblau) durch Eisenspuren be- 
schleunigt wird, kénnen wir auf Grund unserer Erfahrung mit Kobalt 
als direkten Ubergang der aktivierten Wasserstoffatome der Sulfhydryl- 


gruppe zum Wasserstoffakzeptor deuten. Die Oxydation von Sulf- 


hvdryvlgruppen, die mit zweiwertigem Eisen koordinativ verbunden 
sind, fiihrt unter Abgabe der Wasserstoffatome an Methylenblau zur 
kobaltahnlichen Form II. In diesem Falle jedoch kann das entstandene 
Cystin zweiwertiges Eisen nicht mehr oxydieren, was man aus der 
Tatsache schlieBen kann, daB dreiwertiges Eisen durch Cystein reduziert 
wird. Das am Eisenkomplex entstandene Cystin wird aus der Lésung 
durch freies Cystein ersetzt und der Vorgang setzt sich solange fort, 
bis die ganze Menge von Cystein tiber Eisen zu Cystin tibergeht!. Das- 
selbe wird gelten, wenn anstatt von Methylenblau Sauerstoff als Wasser- 
stoffakzeptor zur Sulfhydryloxvdation vorhanden ist. 


Es ist sehr wahrscheinlich, daB auch bei derartigen katalysierten 
Oxydationen die GréBe der Oberfliche eine beschleunigende Rolle 
spielt, denn die aktivierte Sulfhydrylgruppe wird, wie experimentell be- 
wiesen wurde, stark adsorbiert, wodurch noch gréBere Lockerung von 


Wasserstoff erzielt werden kann. 


Die Hemmung der Oxydation durch Blauséiure ist mit dieser Vor- 
stellung leicht erklarlich, denn Eisen, in festerem Komplex mit Blau- 
sdure gebunden, erlaubt nicht mehr das Entstehen eines Kisen-Cystein- 
komplexes, durch welchen die katalytische Oxydation bedingt ist 


' Man kénnte annehmen, dafi auch das Eisen durch Oxydationsmittel 
im Innerkomplex zur intermediaren dreiwertigen Form iibergeht, die sofort 
durch Cystein wieder reduziert werden miiBte. Es gibt jedoch keimen 
Beweis dafiir und ist auch nicht fiir die Vorstellung des Reaktionsmechanis- 


minus notwendig. 








R. Brdiéka. 


Zusammenfassung. 


Im Sinne der Wielandschen Dehydrierungstheorie wurde dur 
Heyrovsk ys polarographische Methode die Existenz eines labilen Wass: 
stoffs in einer inneren komplexen Verbindung von Cystein mit Kobat 
und Nickel experimentell bewiesen. 

Die Aktivierung von Sulfhydrylwasserstoff beruht auf der koordin 
tiven Bindung der Sulfhydrylgruppe mit Kobalt baw. Nickel, wodur 
ein Dipol mit gelockertem Wasserstoffion entsteht: dies zeigt sich an 
der Quecksilberkathode durch eine Wasserstoffabscheidung, die hic 
aus ammoniakalischen Pufferl6sungen bei viel positiveren Potentialen 
als der normalen Wasserstoffabscheidung entsprache, stattfindet. 

Ubereinstimmend mit dem labilen Charakter des Wasserstoffs in 
der Sulfhydrylgruppe wurde der Reaktionsmechanismus der Schwe1 
metallkatalyse bei der Oxydation der Sulfhydrylverbindungen schema 


, ° ° ° ey . 
tisch dargestellt, wobei ein direkter Ubergang von durch Schwermetal| 


aktiviertem  Sulfhydrylwasserstoff zum  Wasserstoffakzeptor — an 
genommen wird. 

Die Tatsache, da diejenigen Stoffe, die Kisen in festen Kom. 
plexen binden, die Autoxydation von Cystein hemmen, welche War- 
burg als eine Widerlegung der Wielandschen Dehydrierungstheoric 
deutet, ist durch einen vorgeschlagenen Reaktionsmechanismus vom 
Wielandschen Standpunkt aus erklarlich. 
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Uber den Puringehalt der Hefe. 
Von 
Franz M. Kuen und Konstantia Piiringer. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 17. Juni 1954.) 


Das Vorkommen von Nucleinen in der Hefe wurde 1874 von 
\chiitzenberger!, etwas spiter von Kossel? und Hoppe-Seyler® fest- 


vestellt. Die ersten Versuche, den Gehalt der Hefe an Purinen zu er- 
mitteln, wurden von Stutzer? an frischer Bierhefe unternommen. 


Er untersuchte die Verteilung des Stickstoffs in der Hefe nach den 
damals iiblichen Bestimmungsverfahren; danach enthielt die von ihm ana- 
lvsierte Hefe von 8,65° Gesamtstickstoff, 7,7% durch Kupferhydroxyd 
fillbaren Proteinstickstoff und 2,257°, durch Pepsin unverdaulichen 
Nucleinstickstoff. Auf 100 Teile Gesamtstickstoff berechnete er daraus: 
10,11°, N in Amiden, Peptonen u.a., 63,80°, EiweiBstickstoff, 26,09 °, 
Nucleinstickstoff. 

Die Handbiicher, welche die chemische Zusammensetzung der Hefe 
hbehandeln®, kommen sémtlich auf diese schon veralteten Werte von Stutzer 
zurick. Spater hat Meisenheimer® versucht, samtliche stickstoffhaltigen 
Verbindungen, welche bei der Autolyse oder bei der Siéiurehydrolyse der 
Hefe entstehen, méglichst vollstandig zu isolieren. Zur Bestimmung der 
Purine bediente er sich hierbei des Verfahrens von Kutscher’?, welches 
auf der Fallbarkeit der Purinbasen als Silberverbindungen in verdiinnter 
Saure beruht. JWJeisenheimer untersuchte ober- und untergirige Reinzucht- 
und Brauereihefen des Instituts fiir Garungsgewerbe in Berlin. Er baute 
das EiweiB in diesen Hefen einerseits durch Autolyse, andererseits durch 
Saurehydrolyse ab. Dabei fand er in den Autolysaten Purinwerte von 
7,5 bis 9,6, des Gesamtstickstoffs, wahrend er in den Saurehydrolysaten 
die Purinwerte zu 5,1 bis 6.9%, des Gesamtstickstoffs bestimmte. Er 
schloB daraus, daB& durch die vielstiindige Einwirkung der hei®Ben, starken 
Saure eine Zerstérung der Purinbasen erfolgt sei. Als hydrolytisches 
Agens gebrauchte er konzentrierte, Salzsiure oder 25° ige Schwefelsaure. 
An die Autolyse oder Saéurehydrolyse schloB sich dann entweder sofort 
die Bestimmung der Purinbasen an oder es wurden zunichst noch die 
Monoaminosauren nach dem Esterverfahren von HE. Fischer abgetrennt. 
Die Purinbasen wurden entweder gaénzlich als Silberverbindung oder nach 


1 Ber. d. D. chem. Ges. 7, 192, 1874. 2 Ebenda 18, 79, 1885; 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 3, 284, 1879; 4, 290, 1880. — *® Zeitschr. f. 
physiol. Chem. 2, 427, 1878. — 4 Ebenda 6, 573, 1882; J. f. Landw. 
ISSO, S. 103, 195, 432; 1881, S. 473. 5 Kénig, Chemie d. menschl. 
Nahrungs- und GenuSmittel, 5. Aufl., 1920, Bd. Il, 8. 588; Noorden, 
Handb. d. Ernahrungslehre, Berlin 1920--1929; Euler-Lindner, Chemie d. 
Hefe und der alkoholischen Garung. Leipzig 1916. 6 Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 104, 229, 1919; 114, 205, 1921. 7 Ebenda 32, 59, 1901. 


Biochemische Zeitschrift Band 272. 8 











114 EF. M. Kuen u. K. Piiringer: 


dem Silbertrennungsverfahren von AKutscher (a.a.O.) und Schenck! 
Guanin- und Adeninfraktion abgeschieden, woraus schlieBlich Guar 
und Adenin als Chlorhydrate oder Pikrate in kristallisierter Form gewonn 
wurden. 

Da die Werte von Meisenheimer selbst untereinander um fast LOO 
schwanken und die Analysen von Stutzer sich nicht auf den Purinstickst« 
sondern auf den Nucleinstickstoff beziehen, der Begriff ,,Nuclein*S als ein 
festen Verbindung von Nucleinsiiuren und EiweifS aber von neueren Fy 
schern? infolge der je nach der Darstellung schwankenden Zusamme: 
setzung aufgegeben worden ist, scheint der wirkliche Puringehalt der H: 
vollig ungeklart. 


Durch die neueren Bestimmungsverfahren, insbesondere das 
Kupfer-Bisulfitverfahren von Kriiger-Schittenhelm? ist man jetzt 


imstande, die Purinverbindungen in Organen, Nahrungsmitteln, Korpe 

ausscheidungen u.dgl. mit geniigender Genauigkeit zu bestimm« 

Nach diesem Verfahren haben wir nun in der kauflichen PreBhe 

[Mineralhefe mit einem N-Gehalt von 2,29 bis 2,35°, (feucht), bzw 
7,76 bis 849°, (trocken)] und in Trockenhefe* wiederholt den Purin 
gehalt bestimmt. 

Arbeitsgang. Die Hefe wurde auf verschiedene Arten aufgeschlossen 

1. Durch Autolyse ; 

2. durch Saurehydrolyse; a) am RiickfluBkihler, b) im Auto 
klaven, c) nach Vorbehandlung in der Kugelmiihle, d) nach Vo: 
behandlung mit fliissiger Luft. 

Zur Autolyse wurden 200 g Hefe mit 10 cem Toluol versetzt, einen Tay 
bei Zimmertemperatur aufbewahrt, und nach der lebhaften Entwicklung 
von Kohlensaure auf verschieden lange Zeit 2 bis 6 Wochen in den 
Brutschrank bei 37° gestellt. Hierauf wurde mit heiBem Wasser verdiinnt. 
bis zur Lésung der reichlich ausgeschiedenen Tyrosinkristalle aufgekocht. 
filtriert und der unlésliche Riickstand (Zellhaute) bis zur neutralen Reaktior 
gewaschen. 

Zur Sdurehydrolyse wurden 50 bis 100g Hefe mit 250 bis 500 com 
2°ciger Schwefelsiure 3 bis 5 Stunden am RiickfluBkiihler gekocht ode: 
im Autoklaven auf 105 bis 110° erhitzt. 

Sowohl bei der Autolyse als auch bei der Séurehydrolyse ging zwa: 
der gréBte Teil des in der Hefe enthaltenen Stickstoffs in Lésung, doch blie! 
immer noch ein je nach der Behandlung verschiedener Bruchteil im un 
léslichen Riickstand zuriick, wie schon friither Meisenheimer beschrieber 
hat. Bei den Autolyseversuchen gingen 92,0, 93,4 oder 98°] des Stickstof! 
in Lésung. Wurde die Hefe mit verdiinnter Schwefelsiure am Riickflu! 


' Wochenschr. f. Brauerei 22, 221, 1905. > Umber, Zeitschr. 
klin. Med. 43, 282, 1901; Nakagawa, Zeitschr. f. physiol. Chem. 124, 27 
1923. 3 Zeitschr. f. physiol. Chem. 85, 153, 1902; Kriiger-Schmi/ 
ebenda 45, 1, 1905; siehe auch Hoppe-Seyler-Tierfelder, Handb. 
physiol.-chem. Analyse. ‘ Erzeugnis der Mautner-Markhofschen Het: 
fabriken. 
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ihler hydrolysiert, so gingen nur 68,7 bis 81,7°) Stickstoff in das Hydro- 
esat. Im Autoklaven war die Stickstoffausbeute etwas héher, namlich 
51.9 bis 91,39. Durch Hydrolyse mit verdiinnter Natronlauge gelang es, 
ist den gesamten Stickstoff (96,8 °,,) der Hefe in Lésung zu bringen, doch 
urde dabei ein groBer Teil der Purine zerstért, da diese selbst gegen Baryt- 
wasser beim Erhitzen unbesténdig sind. 

Durch Behandlung der Hefe mit konzentrierteren Sauren oder durch 
Hydrolyse bei noch héherer Temperatur im Autoklaven kann man zwar 
lie Menge des ungelést bleibenden Stickstoffs noch verringern, doch ist 
dieses Verfahren nicht anwendbar, da hierbei schon die Purine merklich 
abgebaut werden. Nach Untersuchungen von Le Breton und Schaeffer! 
werden die Purine bei achtstiindiger Hydrolyse mit 3° ,iger Schwefelsaure 
nicht angegriffen nur bei Adenin wurde ein geringer Verlust bis zu 2,9 °, 
festgestellt . wahrend bei Anwendung stirkerer Sauren oder unter dem 
KinfluB héherer Temperatur bereits ein weitgehender Abbau der Purine 
heobachtet wurde. 

Wir sind deshalb in allen Versuchen weder tiber eine Saéurekonzen- 
tration von 2%, noch iiber die Temperatur von 110° hinausgegangen und 
haben dadureh die Gefahr einer Zerst6rung der Purine vermieden. 

Einige Versuche, die Stickstoffausbeute bei der Saurehydrolyse zu 
verbessern, indem die Hefe zundichst unter Zusatz von etwas Wasser in 
der Kugelmihle zertriimmert wurde, haben im Gegensatz zu den giinstigen 
Erfahrungen von V6ltz? bei der Bestimmung des Hefefettes keinen Erfolg 
gehabt. Nach 2 bis 4 Stunden langem Mahlen gingen bei der darauf 
folgenden Hydrolyse nur 77,7 bis 81,7 °  Stickstoff in Lésung. Ein weiterer 
Versuch, bei dem die Miihle 40 Stunden in Betrieb war und auBerdem die 
zerreibende Wirkung durch Zusatz von feinem Seesand gesteigert wurde, 
ergab ebenfalls keine Vermehrung der Stickstoffausbeute, es gingen dabei 
nur 79,5° des Stickstoffs in Lésung. 

SchlieBlich haben wir auch das Verfahren zur Gewinnung des Hefe- 
zellsaftes, welches auf dem Gefrieren und plétzlichem Auftauen der Hefe 
heruht, angewendet. Hefe ist zwar tiefen Temperaturen gegeniiber sehr 
widerstandsfahig, wie Versuche von Pictet und Young zeigten nach 
Doemens soll Hefe sogar eine kurzdauernde Abkiihlung auf 190" jiber 
leben —: dagegen soll nach dem im D.R. P. 107249 beschriebenen Verfahren 
der plétzlichen Auftauung der gefrorenen Hefe diese abgetétet und die 
Zellwinde zertriimmert werden. Wir haben kleine Hefemengen im Por- 
zellanmorser mit fliissiger Luft tibergossen, die hart gefrorene Masse zer- 
stoBen und noch im gefrorenen Zustand in siedendes Wasser eingetragen. 
Die hierauf wie sonst ausgefiihrte Saurehydrolyse fiihrte gegeniiber den 
anderen Verfahren zu keinen gréBeren Stickstoffausbeuten, namlich nur 
zu 77,0 bis 82,7 %. 

Der Fehler, welcher durch den im unléslichen Riiekstand enthaltenen 
Stickstoff bedingt ist, wurde durch Umrechnung der gefundenen Purin- 
stickstoffwerte auf den gesamten Stickstoff der Hefe beseitigt. Dab bei 
der Hydrolyse keine Stickstoffverluste vorkommen, zeigt die Bestimmung 
des im unléslichen Riickstand enthaltenen Stickstoffs, welcher sich mit 
dem gelésten Stickstoff zu 99 bis 100°, erginzte. Die Berechtigung zu 


' Variations biochimiques du rapport nucléo-plasmatique, Paris, 1923. 
2 Pfliigers Arch. 97. 606, 19038. 
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der Umrechnung der gefundenen Werte auf den Gesamtstickstoff ist du 
die Untersuchungen von Meisenheimer (a.a.O.) gegeben, der gezeigt hi 
daB die Stickstoffsubstanz im Riickstand die gleiche Zusammensetzu: 
aufweist wie das tibrige HefeeiweiB. In der Tabelle sind daher nur di 
berichtigten Werte angegeben. 

In den auf verschiedene Art gewonnenen Hefelésungen wurd: 
die Purine, wie schon erwahnt, nach dem Verfahren von Kriig: 
Schittenhelm bestimmt. Die Fallung wurde in essigsaurer Lésung 
bei Gegenwart von reichlich Natriumacetat mit Kupfersulfat und bi 
sulfit vorgenommen, der Niederschlag nach griindlichem Wasche: 
durch kurzes Erhitzen mit 1°,igem Natriumsulfid zerlegt, nach dem 


Tabelle. 





f : es -urin-N 

1 Vom Purin-N in Purit 
Gesamt-N annanhete vom Be 
gelist Gesamt-N 


0 ¢ 
0/9 0 10 


merkunge 


Frische Hefe 
Autolyse, 6 Wochen 92, 0,413 
0.414 
0.407 
Mittel: 0,411 
Autolyse, 4!/, Wochen 0,503 
Autolyse, 2 Wochen . 0,577 
0,522 
Mittel: 0,565 
Sdurehydrolyse. .. 1,978 
1,124 
1.935 9} 
1,139 3.4: | Kugelmiiht: 
1.025 908 { 2Std 
1,982 3,5! ) Kugelmiil 
0,987 36 «| 4 Std 


Mittel: 1,067 


Kugelmiihl: 
| 40 Std 
| daher sehor 
autolysiert 


0,716 
Anutoklay .. ccs. se 0,986 
0,953 
1,094 
Mittel: 1,011 
Barythydrolyse. .. 0,284 
0,317 

Trockenhefe 
Sdurehydrolyse. . . f 0,977 
1,147 
Mittel: 1,062 


Autoklavy ...:. é 5, 0,929 
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Ansauern mit Essigsiure gekocht, das Filtrat ein zweites Mal mit Kupfer- 
bisulfit gefallt und nach wiederholtem Waschen der Purinstickstoff 
m Niederschlag nach Ajeldahl bestimmt. 


Ergebnisse. 

Autolyse. Wie die Ubersicht in der Tabelle zeigt, sind die Werte, 
welche man bei der Bestimmung der Purinbasen in den Autolysaten 
erhalt, bedeutend niedriger als in den Saéurehydrolysaten. Die Purine 
werden bei der Autolyse ziemlich rasch abgebaut. Schon bei dem 
Versuch, in dem die Hefe 40 Stunden in der Kugelmiihle zermahlen 
wurde, trat eine deutliche Abnahme des Puringehalts zutage ; es wurden 
statt 1,067°, Purinstickstoff nur noch 0,716 °%, 
erfolgt der Abbau der Purine langsamer, wie die drei Autolyseversuche 


, gefunden. Spater 
zeigen, welche entsprechend der Versuchsdauer immer geringere 
Purinwerte, namlich 0,565, 0,503 und 0,411°,, Purinstickstoff ergaben. 
Zur quantitativen Bestimmung des Puringehalts der Hefe ist also das 
Autolyseverfahren nicht anwendbar. 

Sdurehydrolyse. Bei den Hydrolysen unter RiickfluB wurden bei 
drei verschiedenen Hefelieferungen (I, I], I11) und bei der Trocken- 
hefe (IV) in zahlreichen Bestimmungen gut tibereinstimmende Purin- 
werte gefunden. Fiir die frische Hefe betrug der Gehalt an Purin- 
stickstoff 1,035 (Mittel aus 1,082 und 0,987) bis 1,124°, im Mittel 
1,067 °%, oder in Prozenten des Gesamtstickstoffs ausgedriickt 12,96 
(Mittel aus 12,36 und 13,55) bis 13,90°%, im Mittel 13,08 °%. 

Nach der Hydrolyse im Autoklaven wurden 0,970 (Mittel aus 
0,953 und 0,986) bis 1,094°,, im Mittel 1,011°, Purinstickstoff, bzw. 
11,38 (Mittel aus 11,15 und 11,61) 13,71°, im Mittel 12,16°, Purin- 
stickstoff vom Gesamtstickstoff gefunden. 

Genau dieselben Werte fiir den Gehalt an Purinstickstoff wurden 
auch bei der Trockenhefe erhalten, namlich 0,977 bis 1,147 °., im Mittel 
1,062 °%, Purinstickstoff, bzw. 12,04 bis 14,12, im Mittel 13,08 °,, Purin- 
stickstoff vom Gesamtstickstoff. 

Betrachtet man den bei den verschiedenen Versuchen erhaltenen 
Wert fiir den gelésten Stickstoff und die Resultate der  Purin- 
bestimmungen, so scheint zwischen beiden Werten die Beziehung 
zu bestehen, daf mit steigender Stickstoffausbeute die Purinwerte 
etwas absinken. So erklart sich auch das Ergebnis der Versuche im 
Autoklaven, bei denen sowohl mit frischer als auch mit Trockenhefe 


die Stickstoffausbeuten immer héher sind als bei der Saéurehydrolyse 


am RiickfluBkiihler, die Purinwerte hingegen um einige Prozente 
tiefer liegen als bei der gew6hnlichen Hydrolyse. Diese Tatsache 
stimmt auch mit den Angaben von Le Breton und Schaeffer (a. a. O.) 
iiberein, welche ebenfalls im Autoklaven bei 110° schon merklichen 
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Abbau der Purine beobachtet haben. Bei der Hydrolyse mit gesattigt: 
Barytwasser werden die Purine ebenso abgebaut wie durch Natro: 
lauge. 

Aus allen Versuchen muB man den SchluB ziehen, daB zur quant 
tativen Bestimmung der Purinbasen in der Hefe weder die Autol) 
noch die Hydrolyse mit starken Sauren (wie bei Meisenheimer), noc! 
Hydrolyse mit Barytwasser, sondern nur allein die Hydrolyse mit ve: 
diinnten (2° igen) Séuren am RiickfluBkihler geeignet ist, da nu 
hierbei die Purinbasen nicht angegriffen werden. 

Der wirkliche Puringehalt der von uns untersuchten frische: 
Hefe und Trockenhefe ist deshalb nur aus den Bestimmungen b 
Anwendung der Saurehydrolyse am RiickfluBkihler zu schlieBen 
welche hierfiir Werte von 1,062. bis 1,067°, Purinstickstoff, bzw 
13,08°, Purinstickstoff vom Gesamtstickstoff ergaben. 


Zusammenfassung. 

Die Bestimmung des Purinstickstoffs in frischer Hefe und Trocken 
hefe (Mineralhefe) nach dem Verfahren von Kriiger-Schittenhelm liefert: 
einen Purinstickstoffgehalt von 1,062 bis 1,067°%, oder in’ Purin 
stickstoff vom Gesamtstickstoff ausgedriickt 13,08 °). Zur Auf 
schlieBung der Hefe ist lediglich die Hydrolyse mit verdiinnten Sauren 
am RiickfluBkihler geeignet. Bei den anderen Verfahren, der Autolys: 


der Hydrolyse im Autoklaven oder der Hydrolyse mit Baryt, werden 
die Purine zum Teil zerstért. 








Beitrag zur Kenntnis der Milchphosphatide. 
Von 
W. Diemair, B. Bleyer und M. Ott. 


Mitteilung aus der Deutschen Forschungsanstalt und dem Universitats- 


Institut fiir Lebensmittelehemie Miinchen.) 


(Eingegangen am 8. Juni 1934.) 


Uber das Auftreten von Phosphatiden in der Milch legen zahl- 


reiche Untersuchungen vor!, die sich aber im wesentlichen mit den 
chemisch-physikalischen Bindungsverhaltnissen und mit der mengen- 
maBigen Erfassung dieser Lipoidstoffe beschaftigen, weniger aber mit 
ihrem: chemischen Aufbau. 


Hier sind an praparativen Arbeiten nur diejenigen von 7h. Osborne 
und A. Wakeman? erwahnenswert, an die sich erst in spiterer Zeit die 
von G. Bischoff?, R. Sasaki und E. Hiratsuka* und B. Susuki und J. Jako- 
jama® anschlossen. Diese Untersucher wahlten, zum Untersehied von 
Osborne und Wakeman, Trockenmilch als Ausgangsmaterial, aus welchem 
Bischoff durch Behandlung mit Alkohol, Sasaki und Mitarbeiter durch 
Behandlung mit Alkohol und Ather und darauffolgende Fallung mit Cad- 
miumchlorid die Phosphatide isolierten.  Hischoff erhielt im Gegensatz 
zu Osborne und Wakeman nur 0,22°, Phosphatid, also 0,028°, auf Voll- 
milch umgerechnet. Die japanischen Autoren kamen zu Ausbeuten ahnlicher 
GréBenordnung. 


Die Abhandlungen von Osborne und Wakeman, insbesondere aber 
diejenigen der japanischen Bearbeiter, befassen sich nicht allein mit 
der mengenmaBigen Feststellung der Phosphatide, sondern insbesondere 
mit der Charakterisierung der verschiedenen erhaltlichen Phosphatide 
und der an ihrem Aufbau beteiligten Bausteine. Osborne gelang der 
Nachweis gesattigter und ungesattigter Fettsdiuren, der Glvcerin- 
phosphorséure und von Cholin und Colamin; die japanischen Autoren 


14. Schlossmann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 47, 327, 1906; H. Jaeckle, 
Zeitschr. f. Unters. d. Lebensmittel 5, 1062, 1902; 1. Njegovan, diese Zeitschr. 
29, 491, 1910; 54, 78, 1913; O. Mezger, Mitteilungen 1, 15, 1929; W.Glikin, 
Bull. de 1 off. de R. agr. 9, 1910; P. Dornic u. P. Daire, Ann. d. Falsific. 
30, 533, 1910; L. Palmer u. EB. Samuelson, Soe. exper. Biol. Med. 21, 537, 
1924; L. Thurston u. W. Petersen, Journ. Dairy Science I1, 270, 1928: 
B. Bleyer, Handbuch der Milehwirtschaft, S. 78, 1930; H. Hess u. fF’. Hel- 
mann, J. of biol. Chem. 64, 781, 1925; W. Bloor, ebenda 25, 577, 1916: 
W. Mohr u. J. Moos, Molkereizeitung Hildesheim Nr. 35, 1932: Nr. 77, 
1932; Milchw. Forsch. 13, 442, 1932. 2 J. of biol. Chem. 21, 539, 
1915; 28, 1, 1916. 3 Zeitschr. f. physiol. Chem. 173, 227, 1928. 

' Proced. Imp. Akad. Tokyo 7, 99, 1931. 5 Ebenda 6, 341, 1930. 
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konnten dartun, da die Phosphatide der Kuhmilch aus einem Myristo 
lauro-Lecithin und einem Palmito-lauro-Kephalin bestehen. Sie zeigte: 
damit in Ubereinstimmung mit den Arbeiten von W. Merz!, daB de) 
tierische Organismus sehr wohl imstande sein kann Lecithin-Kephalin 
substanzen aus nur gesdttigten Fettsiuren und zwar aus niedrig-mol 

kularen Fettsaéuren aufzubauen. Diese Ergebnisse waren iiberraschend 
da erst jiingst von HL. Klenk und seinen Schiilern? der sichere Beweis 
fiir das Auftreten von gesdttigten und ungesdttigten Fettsauren im Phos- 
phatidkomplex (im Verhaltnis 1 : 2) geliefert wurde und diese Ergebnisse 
in voller Ubereinstimmung mit den zahlreichen experimentellen Unter- 
lagen anderer Forscher, sowie auch mit denjenigen von Osborne wnd 
Wakeman am Milchphosphatid, stehen. 


Die Ansichten tiber den Aufbau der phosphorhaltigen Bestandteile 
der Milch gehen also auseinander und es erschien deshalb eine auf 
breiterer Grundlage durchgefiihrte Untersuchung dieser fiir den Zell 
stoffwechsel Beispiel gebenden Stoffe wohl am Platze. Um einen Uber- 
blick tiber den Phosphatidgehalt der Trockenmilch zu gewinnen und 
insbesondere festzustellen, welche Bausteine am Aufbau der Phosphatid- 
substanzen beteiligt sind, vor allem aber zur Beantwortung der ex- 
perimentell noch nicht entschiedenen Frage nach der mengenmabigen 
Verteilung gesattigter und ungesattigter Fettsiuren und nach ihre: 
Charakterisierung, wurde die vorliegende Arbeit in dieser Richtung 
durchgefiihrt. 


I. Versuche iiber die Gewinnung von Phosphatiden aus Trockenmileh unter 
besonderer Beriicksichtigung ihrer Trennung von den Fetten. 

Um die Gewinnung und erfolgreiche Abtrennung der Phosphatide 
von den begleitenden Fetten durchftthren zu kénnen, priiften wir dic 
Eignung verschiedener Lésungsmittel fiir unsere Zwecke. Es wai 
‘hierbei erforderlich, auf die Lésungsbeeinflussung zwischen Fetten, 
fettléslichen Stoffen und Phosphatiden zu achten, wobei auch be- 
sonders auf den physikalisch-chemischen Zustand der Phosphatid 
Riicksicht genommen werden mubte, der besondere Bedingungen vor- 
schreiben kann. 


Eine quantitative Abtrennung der Phosphatide vom Fett, Eiweil 
Milchzucker und den anderen Stoffen in Trockenmilch ist allerdings 
unter keinen Umstainden méglich und es ist infolge der erwahnten 
Lésungsbeeinflussung immer mit Verlusten zu rechnen. 


' Zeitschr. f. physiol. Chem. 196, 10, 1931. — * Ebenda 192, 217, 
1930; 194, 191, 1931; 200, 51, 1931; 206, 25, 1932; 209, 112, 1932; 217 
228, 1933; 221, 259, 1933. 
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Aus den nachstehenden Tabellen geht die Wirkungsweise der ver- 


schiedenen Lésungsmittel! hervor. 


Tabelle I. 
Versuche mit Vollmilchpulver (Marke E). 








Je 50g Ausgangsmaterial, 24 Stunden behandelt, Temperatur 40°C, 
ers P im Extral P im 
Lisungsmittel uxtrakt Extrakt Lisungsmittel xtrakt Extrakt 
0 qual. 0 qual. 
Alkohol, abs. . . _ Benzol. .... 1,13 + 
Alkohol : Amyl- Petrolather . . . 1,73 
alkohol 4:1. . 18,40 ob ind 
alkohol | fetrachlorkohlen- 
i ee 20,34 Spuren stoft 1,69 + 
Aceton: Ather 1:1 20,94 a Trichlorathylen . 20,90 


Tabelle Il. 


Je 50g Ausgangsmaterial, Temperatur 40° C. 





Phosphatidprozent in 


b k P im rrockenmilch 
EXtrakt . - 
Liésungsmittel : Extrakt durch 
berechnet Fallung 
mg-9/, erhalten 
24 Std. mit Aceton behandelt .. . 22.70 1,0 0,034 


Dasselbe Material getrocknet und 
2 Std. mit Alkohol behandelt . . 2.68 4,0 0,091 0.035 


Das so behandelte Material mit Al- 
kohol: Benzol (4:1) erschdpfend 
MURINE os ees ek oe cer 0,67 1,0 0,039 0.015 


Gesamtmenge: 26,05 6,0 0,155 0,050 
Tabelle I I Z, 


Versuche mit Vollmilchpulver (Marke L). 


Je 50g Ausgangsmaterial. 








Tempe- Extrak P im Tempe- Extrakt P im 
Lisungsmittel ratur | *XtTakt  Extrakt Lisungsmittel ratur /XtTakt — Extrakt 
oC 0/, qual. oC ( qual 
Benzin. . . 20 151 Spuren | Benzol . . . 5) 2,02 Spuren 
50 2.16 ‘ Petrolather . 20 1.50 negatiy 
Benzol. . . 20 1,09  negativ = ; 50 2,26 


' Auch an dieser Stelle sei der Dr. Alexander Wacker-Gesellschaft fiir 
elektrochemiscne Industrie, Miinchen fiir die Uberlassung der Lésungsmittel 
verbindlichst gedankt. 
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Tabelle LV. 
Versuche mit Vollmilehpulver (Marke L). 


Je 50g Ausgangsmaterial. 





Phosphatid 
prozent in 
Trockenmil: 
oc 0), mg-9/5 berechnet 


; Tem- Extrakt P im 
Lisungsmittel peratur Extrakt 


Athylalkohol, abs... . . 20 10,99 2.8 0.071 
iS oe Se 50 16,73 2,8 0.145 
RUOT BOG css Ges 20 1.62 
OE te ee ee a, 59 1.96 
Methylalkohol ae er ae, 20 2.01 ), 0,158 
50 3,04 5,8 0,145 


Tabelle V. 
Versuche mit Vollmilchpulver (Marke L). 
(Unter besonderer Beriicksichtigung der Fettentfernung.) 


Je 100g Ausgangsmaterial, Temperatur 20° C. 





7 , 
me Pim Phosphatid 
i alcaieatmadal Extrakt Extrakt __prozent in 
Trockenmilec! 
0 mg-9/, berechnet 


Athylalkobol, abe. 2s 4 6.8 «> 0,816 0,5 0,012 
pO Se ek ee ra eer ae 13,940 0,185 
Alkohol: Petrolather 1:1... .. 0,660 0,004 
Aceton + Trichlorathylen 5:1... 3,590 0,016 
Petrolather area eee SF 0,320 0,002 


TPIGRIORGSHTION- Go... og s & ale 840 0 
Gesamtmenge: 21,166 0,219 
Tabelle VI. 
Versuche mit Vollmilchpulver (Marke L). 
(Unter besonderer Beriicksichtigung der Phosphatidisolierung.) 


Je 100g Ausgangsmaterial. 





P im Phosphatid- 
Ausgangs- prozent in 
material Troekenmilch 
oc mg-9/, berechnet 


Tem- 


Lisungsmittel peratur Bemerkungen 


Athylalkohol . . . . 5) 2, 

Methylalkohol . . . . 4, 0,060 fibrten 1 

Ya P " 5 ¢ gefiihrten Losungs 
Pe trolathe J ¢ 0. 0,013 mitteln nacheinan 
Colorororm ..... : 0, O,OL7 der bis zur Erschip 
Aceton 0 0.009 fang behandelt. 


0,108 Das Ausgangsmate? 
wurde mit den an 


Gesamtmenge: 8, 0,207 


Auffallend ist bei diesen Versuchen, daB der Methylalkohol gegen- 
iiber allen anderen angewandten Lésungsmitteln eine Sonderstellung 
einnimmt, die ihn als das brauchbarste Lésungsmittel fiir Phosphatide 
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is der Trockenmilch kennzeichnet. Ferner ergibt sich, da Methyl- 
kohol schon bei gew6hnlicher Temperatur als ,,selektives’’ Lésungs- 
mittel sich heraushebt und daB durch Temperaturerhéhung die Ausbeuten 
in Phosphatid nicht gesteigert werden kénnen. Diese Fahigkeit des 
Methvlalkohols ist mit Riicksicht auf eine méglichst schonende Be- 
handlung des Ausgangsmaterials und fiir die Gewinnung von Lipoid- 
stoffen von besonderem Wert. 
Vergleicht man die Ergebnisse mit denjenigen der Athylalkohol- 
Behandlung, so fallt zwar eine gute UCbereinstimmung hinsichtlich der 
Phosphatidausbeute auf, man mu aber andererseits die Beob- 


achtung machen, daB die Athylalkoholausziige sehr reich an Fett 


sind. Finden sich hier doch Werte, welche das Fiinffache der ,,Fett- 
werte’’ der methylalkoholischen Ausziige betragen. Solche Beob- 
achtungen kann man auch bei den anderen noch tberpriiften Lésungs- 
mitteln machen, die sich entweder als gute oder als schlechte 
Fettlisungsmittel oder aber,meistenteils, als gute Fett- und Phosphatid- 
lisungsmittel. erwiesen. 

Diese Feststellungen, welche in der nachfolgenden Ubersicht 
nochmals zusammengefabt werden sollen, waren richtunggebend fiir 
die weiteren Untersuchungen, welche dem Zwecke der Ermittlung 
quantitativer Phosphatidausbeuten im LaboratoriumsgroBversuch galten, 


Ubersicht diber dic Wirkungsweise der verwendeten Lésungsmittel. 





Eigenschaft Lisungsmittel 


Gutes Phosphatid- aber schlechtes Fett- Methylalkohol. 
losungsmittel. 
Gutes Fett- und gutes Phosphatidiésungs- Athylalkohol. 
mittel. 
Gutes Fett-, aber schlechtes Phosphatid- Aceton, Aceton: Ather (1:1), Alko- 
losungsmittel. hol: Amylalkohol (4:1), Trichlor- 
athylen. 
Schlechtes Fett- und schlechtes Ather (gewohnlich und getrocknet) 
Phosphatidlésungsmittel. Benzin, Benzol, Tetrachlorkohlen- 
stoff. 


Hauptversuch. Verarbeitet wurden 38,5 kg frisches Vollmilchpulver'. 
Das Milechpulver wurde dreimal nacheinander mit je 100 Liter Methy!l- 


1 Dureh das freundliche Entgegenkommen der Geschaftsleitung der 
Krause-Medico-G.m. b. H. Miinchen, konnten diese Extraktionsversuche 
in den Laboratorien der Firma ausgefiihrt werden. Es sei auch an dieser 
Stelle fiir das Entgegenkommen verbindlichst gedankt. Das Vollmileh 
pulver wurde durch schonende Spriihtrocknung aus frischer Vollmilch 
(Griinfiitterung und Weidegang) bei der Firma M. Tépfer Trockenmilch- 
werke (Abt. Lactana-Werke) im bayr. Allgaéu hergestellt und von dieser 
Firma in dankenswerter Weise zur Verfiigung gestellt. 





124 W. Diemair, B. Bleyer u. M. Ott: 


alkohol jeweils 6 bis 8 Stunden bei Zimmertemperatur unter Riihren e: 
schépfend ausgezogen. Hierauf wurde die Hauptmenge des alkoholisch: 
Auszuges abgehebert, der Rest abkolliert und zum_= Schluf a! 
gesaugt. Die Ausziige wurden vereinigt und im Vakuum bei 25 bis 30° 


eingeengt. 


Als Riickstand verblieb ein gelbbraunes, stark griinfluoreszierende 
angenehm riechendes ©] in einer Menge von 4,5 kg, das sind 11,7% des 
Ausgangsmaterials. Dieser élige Riickstand, welcher den Hauptantei! 
an Fett, Ol und Phosphatidsubstanzen enthielt, wurde dann in unseren 
Laboratorium aufgearbeitet. Dabei wurde das Ol in sehr viel Wasser ei: 
getragen und diese Emulsion mit Ather wiederholt so lange ausgeschiittelt, 
bis eine Probe der atherischen Lésung nach dem Verdunsten des Athers 
keinen Riickstand mehr hinterlieB. Dazu waren etwa acht bis zehn Aus 
schiittelungen notwendig. Die anfallende atherische Lésung zeigte braungellx 
Farbe und wurde iiber Natriumsulfat einige Tage getrocknet. Nach de: 
Filtration wurde der Ather vorsichtig im Stickstoffstrom abgedunstet, 
der Riickstand wieder mit trockenem, peroxydfreiem Ather aufgenommen 
und die Lésung unter Eiskiihlung mit etwa dem drei- bis vierfachen Volumen 
eisgekiihlten Acetons unter Umriihren tropfenweise gefaillt. Das Phosphatid 
fiel als ein dickflockiger, nahezu farbloser Niederschlag aus. Die iiber 
stehende acetonhaltige, fettige, gelbgefarbte Fliissigkeit lieB sich leicht 
abgieBen und stellte nach dem Verjagen des Acetons eine braune, feste, 
fettartige Masse dar. 


Das ausgefillte Rohphosphatid wurde durch wiederholtes Waschen 
mit kaltem Aceton von den anhaftenden Fettsubstanzen befreit und in 
trockenem Ather gelést. Dabei hinterblieb ein farbloser, feinpulvriger 


Riickstand, welcher durch Filtration von der Phosphatidlésung getrennt 
werden konnte. Dieser in Ather unlésliche Anteil stellt aller Wahrscheinlich- 
keit nach das von Th. Osborne und A. Wakeman (l.¢.) beschriebene Diamino- 
phosphatid dar. Der Riickstand wurde fiir spatere Untersuchungen beiseite 
gestellt. Das ausgefallte Rohphosphatid wurde im Vakuum iiber Phosphor 
pentoxyd getrocknet und stellte eine harte, gelbbraun gefairbte Substanz 
dar, welche sich leicht zerreiben lieB. Sie zog stark Wasser an, léste sich 
leicht in Ather und in Chloroform, etwas schwerer in Alkohol. Die 38,5 kg 
Ausgangsmaterial lieferten 42,9 g Rohphosphatid, das sind 0,11 %. 


0,638 g¢ Substanz: 1,44g¢ Molybdat, 3,259 P 


“ : gees : Z otaheik 1: 1,08 
1,195 g Substanz: 13,45 cem n/10 HCl, 1,58% N 


Der hinterbliebene Anteil Rohphosphatid (39,7 g) wurde in wenig 
eisgekiihltem Ather gelést und zwecks Reinigung einige Male mit eis 
gekiihltem Aceton gefallt. Diese Umfallung wurde solange wiederholt. 
bis die iiberstehende Aceton-Ather-Lésung nur mehr ganz schwach gelb 
stichig war. Das auf diese Weise auffallende gereinigte Phosphatid wurde 
iiber Phosphorpentoxyd getrocknet; nach etwa achttagiger Trocknung 
hinterblieb eine bernsteinfarbene, leicht zerreibbare Substanz. An Rein 
phosphatid wurden 33g oder 0,086°, des Ausgangsmaterials erhalten 


Il. Die Analyse des gereinigten Phosphatids und seiner 
Spaltungsprodukte, 
Das in beschriebener Weise aus Milchpulver durch Extraktion mit 
Methylalkohol und Fallung mit Aceton erhaltene Phosphatid ist in frisehem 
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istand leicht in Ather, Chloroform und Benzol, weniger leicht in Alkohol 
slich, unléslich in Aceton und Methylacetat. 

0681, 0.1140 g Substanz: 0,1587, 0,2653 ¢ Molybdat; Mittel: 3,35°, P. 
1.7688 g Substanz: 8,55ceem n/10 HCl, 1,569, N; P:N 1: 1,03. 


Mit diesen Ergebnissen werden die experimentellen Angaben 
friiherer Untersucher bestatigt und dahin erganzt, daB durch die Ex- 
traktion von Trockenmilch mit Methylalkohol nach der beschriebenen 
{rbeitsweise ein phosphatidhaltiger Stoff gewonnen werden kann, der 
an Hand der vorliegenden Untersuchungsdaten in die Gruppe der 
Monoamino phos phatide eingereiht werden mub. Die bei diesem Praparat 
‘rmittelte Jodzahl von 57 kommt den Phosphatidsubstanzen mit un- 
vesattigten Fettsdiuren, die gew6hnlich eine Jodzahl von 63 aufweisen, 
ziemlich nahe. Die mehr der Orientierung geltenden Werte fiir P, N 
und Jodzahl sagen nur wenig tiber den Aufbau einer solchen Stoffgruppe 
aus. Es schien uns daher angezeigt, einen Spaltungsversuch mit Saure 
durchzufiihren, der uns einen Einblick in die am Phosphatidaufbau 
beteiligten Komponenten geben sollte. 

R. Sasaki und FE. Hiratsuka steliten nur die Anwesenheit von 
gesittigten Fettsauren und zwar von Myristin-, Laurin- und Palmitin- 
siure fest und bestritten die Anwesenheit ungesdttigter Fettsauren im 


Milchphosphatid. Im Gegensatz dazu stehen die Versuchsergebnisse 


von Th. Osborne und A. Wakeman, welche eine ungesattigte Fettsdéure 
mit einer Jodzahl von 87,2 und 89,8 in einer Menge von 80°, nach- 
gewiesen hatten. Eine genauere Charakterisierung dieser ungesattigten 
Fettsauren erfolgte nicht. Neben dieser ungesattigten Fettséure fanden 
Osborne und Wakeman noch einen festen Bestandteil mit einem Schmelz- 
punkt von 62 bis 65° C, dessen Molekulargewicht demjenigen der Stearin- 
saure sehr nahe kommt. Auch iiber die Charakterisierung dieser Fett- 
siuren fehlen genauere Angaben. 


Aufspaltung des Phosphatids mit Salzsdure. 

16,95 g Phosphatid wurden 20 Stunden mit 250cem 10° ,iger Salz- 
siure tiber freier Flamme unter Riickflu8 hydrolysiert. Nach dem Erkalten 
hinterblieb eine schwarzbraune, fettige Substanz. Die salzsaure Lésung 
wurde iiber Asbest filtriert und dann mit Ather ausgeschiittelt. Die athe- 
rische gelbbraune Lésung hinterlieB nach dem Einengen im Vakuum im 
Stickstoffstrom und nach dem Trocknen tiber Natriumsulfat 10,9 ¢ oder 
64,4°, (vom Rohphosphatid) eines rotbraun gefarbten, fettigen Stoffes. 
Die in diesem Arbeitsgang anfallenden wasserigen Lésungen, welche die 
Basenanteile enthielten, wurden fiir spatere Untersuchungen beiseitegestellt. 


Trennung und Identifizierung der festen und fliissigen Fettsduren. 

Zur Trennung der festen und fliissigen Fettsiuren wurde die von 
J. Twitschell eingefiihrte Bleisalzmethode angewandt. 10,.9¢ Fettsaéure 
gemisch wurden nach T'witschell in 50 ecem 95° igem Alkohol gelést und 
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dazu 150 cem einer heiben Lésung von 1,5 g Bleiacetat in 100 cem 95 °piger 
Alkohol gegeben. Das Gemisch blieb iiber Nacht stehen und wurde dar 
in der vorgeschriebenen Weise aufgearbeitet. 


l. Die festen Fettsauren. 
Erhalten wurden 3,438 g, das sind 31,4 an festen Fettsauren. Davi 
wurden 0,45 g mit n/2 alkoholischer Kalilauge auf dem Wasserbad verseitt 
und unter den gleichen Bedingungen ein Blindversuch angestellt. Di 


erhaltenen Seifen wurden zwecks Reinigung nochmals mit Saure zerlevt, 


dann wie oben behandelt und wieder verseift. Die Fettsaéurelésung ve) 
brauchte 3,12 cemn/2 KOH, woraus sichgine Neutralisationszahl von 194.5 
errechnet, welche also nahe an die Saurezahl der Stearinsdure (197.3) heran 
kommt. Der Schmelzpunkt war 59°C. Diese Zahlenwerte lassen auf di 
Gegenwart von Stearinsaure schlieBen. 

An Stelle der vielfach bewahrten Reinigung der gesattigten Fettsaure 
iiber das Blei- oder Bariumsalz wurde eine Destillation der erhaltene: 
Fettséuren im Hochvakuum durchgefiihrt. Destilliert wurde in einem fii: 
diese Zwecke verfertigten Sabelkélbechen von etwa 25 cem Inhalt, das am 
Hals mit einer kugelférmigen Erweiterung und mit einem Aufsatz verseher 
war zum Schutze gegen etwaiges StoBen und Spritzen. Verarbeitet wurden 
2.95 g¢ festes FettsAuregemenge durch Destillation im Hochvakuum (bei 
0,2 bis 0,3.mm Quecksilber) im CO,-Strom. Dabei wurden infolge starken 
Materialverlustes dureh Sublimation nur 1,56 ¢@ eines’ kristallisierten, 
glanzenden, festen Destillationsproduktes erhalten. Zur weiteren Reinigung 
wurde diese Fettsaéure aus Alkohol umkristallisiert, doch hinterblieb nach 
dem Umbkristallisieren nur eine wachsweiche, auf der Hand zerflieBliche 
Substanz, die einen ketonartigen Geruch aufwies. Trotz nochmalige: 
Destillation konnte die Konsistenz nicht mehr verandert werden und, was 
das auffallendste war, der Saurecharakter war verloren gegangen. Woraut 
die Zersetzung der Fettsaure zuriickzufiihren ist, konnte nicht aufgeklart 
werden. 

Zum Zwecke der Charakterisierung dieser fiir die Aufklarung des 
Phosphatidaufbaues wichtigen Fettséure wurde dann eine schonend 
Alkalihydrolyse des Phosphatids nach RF. Willstdtter und K. Liidecke' 
durchgefiihrt, um dadurch jeden sich auf die Fettséure auswirkenden 
storenden EinfluB auszuschalten. Des weiteren konnte bei diesem Arbeits 
gang auch auf die Gewinnung des Bariumglycerophosphats abgezielt werden 
Es wurden 9,9 g Phosphatid verarbeitet. Dabei hinterblieben 4,1 g Fett 
siuren, das sind 41°, des Phosphatids, eine etwas ungiinstige Ausbeute, 
die aber mit Riicksicht auf die Gewinnung des Bariumglycerophosphat- 
in Kauf genommen werden mute. Bemerkenswert ist die Tatsache, dali 
dieser Verlust an Fettsaéuren nur die ,,fliissigen*’ Fettsauren betraf, welche 
sich durch eine leichtere Léslichkeit ihrer Bariumsalze auszeichnen. An 
festen Fettsauren wurden 1,81 g, das sind 44°, der Gesamtfettsauren, 
erhalten. Auch diese Fettsdiuren wurden wieder in bekannter Weise auf 
gearbeitet, wobei infolge der Verluste durch Sublimation nur 0,72 ¢ eine1 
farblosen, kristallinisch glanzenden, nach Stearin riechenden Substanz 
erhalten wurden. 

0,00095 ¢ Substanz: 3,68 cem n/10 alkoholischer KOH, Saurezahl 207,4. 
Schmelzpunkt 56°C. Stearinsdure, berechnet 197,3. 


1! Ber. d. Deutsch. Chem. Ges. 37, 3753, 1904. 
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Das Abweichen der Séurezahl von derjenigen der Palmitin- und 
Stearinséiure, sowie der sehr niedrige Schmelzpunkt legten aber auch die 
Vermutung nahe, dab die erhaltene Fettsdure nicht einheitlich ist, 

mdern ein Gemisch zweier oder mehrerer Fettséuren darstellt. 


Zur Sicherstellung dieser Annahme “wurden 0,42 g der erhaltenen 
lestillierten Fettsaure nochmals umkristallisiert und zwar aus Alkohol, 
welcher mit Calciumoxyd und Zinkstaub zweimal destilliert worden war. 
Dabei wurden 0,23 ¢ einer verfilzten farblosen Kristallmasse erhalten, 
welche unter dem Mikroskop schéne Kristalle in Form unregelmaBiger 
Plattchen erkennen lieB. Fiir eine nochmalige Bestimmung der Neutrali- 
sationszahl wurden 0,08 ¢ dieses reinen Produktes mit n 10 Kalilauge 
verseift. 


Verbraucht: 2,9 cem, ber. Saurezahl 203,4, Schmelzp. 62,5°. 


Auch diese Versuchsdaten, welche ein Absinken der Saéurezahl bei 
vleichzeitigem Ansteigen des Schmelzpunktes erkennen lassen, sprechen 
eindeutig fiir das Vorhandensein eines Fettsiuregemisches und fiir die 
Wahrscheinlichkeit eines Gemisches von Palmitin- und Stearinsdure. 


Die Veresterung der festen Fettsduren. 

Verestert wurden 0,25 g frisch destilliertes und umkristallisiertes Fett- 
siiuregemisch mit 2,5cem Methylalkohol und 0,leem  konzentrierter 
Schwefelsaure durch mehrstiindiges Kochen in einem kleinen Rundkélbchen. 
auf das ein langes Steigrohr als Kiihler aufgesetzt war. Diese Versuchs 
anordnung war den geringen Mengenverhaltnissen angepaBt. Nach Ablauf 
der Reaktion wurde das Reaktionsgemisch abgekiihlt, mit Wasser auf 
genommen und mit Ather ausgeschiittelt. Die atherische Lésung wurde 
nach dem Waschen mit Wasser (bis zur neutralen Reaktion) iiber Calcium- 
chlorid getrocknet und dann in einem kleinen, kurzhalsigen Fraktionier 
kélbehen vom Ather befreit. 

Die Destillation des Esters. An Stelle der fiir die fraktionierte Destillation 
der Methylester héherer Fettsauren in der Literatur! beschriebenen Apparate 
muBte bei den vorliegenden Untersuchungen, mit Riicksicht auf den Material 
verlust, eine einfache Apparatur ausgewaihlt werden. Diese bestand aus 
einem Fraktionierkélbchen, das mit einem Gummistopfen mit zwe 
Bohrungen fiir Thermometer und eine CO,-Kapillare versehen war. Die 
Destillation erfolgte bei 200 bis 208°C und 15mm Hg. Unter diesen Be 
dingungen sollte der Stearinsiureester, der erst bei 214 bis 215° siedet, 
zuriickbleiben.  Destilliert wurde aus einem Olbad. Trotzdem die De- 
stillation ziemlich beschleunigt wurde, traten Substanzverluste infolge 
Sublimation auf. Das erhaltene Destillat war schwach gelb gefarbt und 
kristallinisch. Erhalten wurden 0,07 g: kein Riickstand. 

Der erhaltene Ester wurde mit 20cem n 20 alkoholischer Kalilauge 
verseift; es ergab sich eine Verseifungszahl von 195. Dieser Wert liegt 
zwischen den Verseifungszahlen des Stearinsaureesters mit 188,0 und des 
Palmitinsaéureesters mit 207.1. 


' E. Klenk, Zeitschr. f. physiol. Chem. 200, 56, 1931; EB. Jantzen und 
R. Tiedcke, J. f. prakt. Chem. 127, 277, 1930. 
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Aus der neutralen Seifenl6sung wurden die Fettséuren mit verdiinnt: 
Salzsiure in Freiheit gesetzt und mit Petrolather ausgeschiittelt. D 
gewaschene Petrolitherlésung wurde nach dem Trocknen iiber Natriun 
sulfat im Vakuum eingedampft und die dabei erhaltenen Fettséuren a 
absolutem Alkohol umkristallisiert. Erhalten: 0,033 g¢ einer rein weiQe: 
Kristallmasse, welche unter dem Mikroskop wieder unregelmaBige Plattch: 
erkennen lie}. Schmelzpunkt 62,5°C. Der Mischschmelzpunkt mit Pa 
mitinséure (Acidum palmitinicum purriss. Kahlbaum; Schmelzpunkt 61,5° ¢ 
lag bei 57°C, es war also eine sehr deutliche Depression eingetreten. | 
der untersuchten Séaure konnte also keine reine Palmitinséure, sonder 
wiederum nur ein Gemisch von Fettséuren vorliegen. 


Zur weiteren Charakterisierung diente die folgende Analyse: 


Elementaranalyse. 

4,965 mg Substanz: 13,77 mg CO,; 5,67 mg H,O. 
Palmitinséure. C,,H,,0,. Ber.: C 2; H 12,59. 
Stearinsiure. C,,H,,0,. Ber.: C 3; H 12,76; 

gef.: C Ee 32:76: 


Die gefundenen Werte fiir: Saurezahl, Verseifungszah] des Methy! 
esters und fiir den C- und H-Gehalt, sowie-die Schmelzpunkte, welch: 
simtliche auf der Schmelzpunktkurve fiir das binére Gemisch: Pa! 
mitin- und Stearinséure liegen, bestatigen eindeutig, daB die aus dem 


Milchphosphatid isolierten festen Fettsduren ein Gemisch aus Palmitin 


und Stearinsdure darstellen. 


2. Die fliissigen Fettsauren. 


Die anfallenden alkoholischen Filtrate, welche die fliissigen Fettsauren 
zum Teil in Form ihrer Bleisalze enthalten, wurden filtriert, im Vakuum 
im Stickstoffstrom eingeengt und die Sauren mit verdiinnter Salpetersaur 
in Freiheit gesetzt. Nach erfolgter Auflésung in einem Petrolither-Ather 
gemisch im Scheidetrichter wurde wiederholt mit Wasser durchgeschiittelt. 
hierauf von der wasserigen Lésung getrennt und die Fettsaéurel6sung im 
Vakuum im Stickstoffstrom eingeengt. Der zahfliissige Riickstand wai 
rotbraun gefarbt und hatte einen schwach ranzigen Geruch.  Erhalten 
wurden 6,25 g, das sind 57,3% der Gesamtfettsiuren an flissiger Fett 
sdure. Die Ausbeute an festen Fettsduren betrug 3,43 g, das sind 31,4°,,. 
so daB sich ein Verhaltnis von festen zu fliissigen Fettsaéuren von |: 2 
ergeben wiirde. Die gewonnenen fliissigen rohen Fettséuren wurden zu 
weiteren Reinigung im Hochvakuum im Stickstoffstrom destilliert und 
dabei 3,52 ¢ einer fliissigen Fettsiure erhalten, deren Jodzahl bestimmt 
wurde. 


0,394 g¢ Substanz: Verbr. 27,5cem n/10 Na,S,0O,, Jodzahl 88,7 
(Olsiure theoretisch 90,07.) Die Elaidinprobe und die Probe nach Manea 
auf Olsaure fielen positiv aus. 

Zur Identifizierung der fliissigen Fettsiure wurde das Bariumsalz 
herangezogen. Die Bariumseife wurde nach dem Stehen iiber Nacht al) 
filtriert, griindlich gewaschen und getrocknet, einige Male aus Ather-Alkoh« 





ren 
lui 
ure 
het 
telt, 


salz 
ab 


Beitrag zur Kenntnis der Milchphosphatide. 129 


ikristallisiert und nach der nassen Veraschung das Barium als Sulfat 
stimmt. 


0,0942; 0,0586 g Substanz: 0,0332; 0,0175 g BaSO,: Mittel 19,16°, Ba. 
Ba-Oleat ber.: 19,63°, Ba. 


3. Die Stickstoffbasen. 


Zur Bestimmung der Stickstoffbasen diente die nach der Hydrolyse 
erhaltene, durch Filtration und Ausaéthern von den abgeschiedenen Fett- 
sauren befreite salzsaure Lésung, welche von 16,94 gq hydrolysiertem Milch- 
phosphatid stammte. Diese Lésung wurde schonend eingeengt, mit Soda 
neutralisiert und in einem MeBkolben auf LOO cem aufgefiillt. 


Zur Bestimmung des Colamins diente die van S/lyke-Methode, zur 
Bestimmung des Cholins die Methode von W. Roman’. 


Mit je 5cem der vorbereiteten Lésung wurde in drei Versuchen der 
Aminostickstoff bestimmt. Aus den erhaltenen drei N,-Werten ergab sich 
ein Mittelwert von 9,49 cem, woraus sich, unter Beriicksichtigung der 
hydrolysierten 16,94 g Phosphatid, 0,517 q Colamin, das sind 3,06 er- 
rechnen. Es sind also bei einem Gesamtstickstoffgehalt von 1,56°, 0,118 g 
Colaminstickstoff oder 44,65°, des Gesamtstickstoffs als Colaminstickstoff 
vorhanden. 


Eine van Slyke-Bestimmung mit einer wasserigen Emulsion des Phos- 


phatids gestaltete sich wegen des geringen Stickstoffgehalts und wegen der 


schlechten Verteilung des Materials im Wasser etwas schwierig, doch wurden 
auch hier Werte der gleichen GréBenordnung erhalten. 


Von der die Basen enthaltenden Lésung wurden zur Cholinbestimmung 
5ecem in ein 25 cem MeB8kélbchen gebracht und mit Wasser bis zur Marke 
aufgefiillt. Zur Bestimmung wurden jeweils 5cem dieser verdiinnten 
Lésung mit 1,5 cem des Reagens versetzt und 15 Minuten lang (bei 3000 Um- 
drehungen) zentrifugiert, und hierauf die Lésung in der angegebenen Weise 
aufgearbeitet. Erhalten wurden: 3,98; 3,92; 4,08 cem, im Mittel also 3,99 cem 
n/10 Na,S,O,, woraus sich fiir die angewandte Menge Milchphosphatid 
von 16,94 g, 0,533 ¢ oder 3,15°, Cholin errechnen, die 23,34 % des Gesamt- 
stickstoffs ausmachen. 


4. Die Glycerinphosphorsauren. 


Zur Darstellung der Glycerinphosphate wurde das Filtrat der Barium- 
seifen benutzt, welche bei der Hydrolyse von 10g Phosphatid mit 10 °oiger 
Barytlésung bei Zimmertemperatur erhalten und wahrend der Ausarbeitung 
der Fettsiuren beiseitegestellt worden war. Die Gewinnung der Glycero- 
phosphate erfolgte nach Willstdtter und Liidecke. Auffallenderweise konnte 
aber selbst nach mehrfacher Umfallung der erhaltenen Glycerophosphate 
mit Alkohol kein farbloses Pulver, sondern nur eine gelbbraune, 
spréde, amorphe Substanz erhalten werden, welche sich in Wasser mit 
brauner Farbe glatt aufléste. Von diesem Praparat wurden nach dem 
Trocknen iiber Phosphorpentoxyd 1,68 g, das sind 16,8° des Phosphatids 
erhalten. 


1 Diese Zeitschr. 219, 218, 1930. 
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0,542 g Substanz: 0,3787 g BaSO,, 0,2228 g Ba 41,14% Ba. Be 
43,42 % Ba. 


0,1994 ¢ Substanz: 1,1215g Molybdat, 0,0162g¢ P, 8,08%.  B« 
9:81 % P. 


Nach diesen Ergebnissen lag also in dem gewonnenen Praparat « 
Bariumglycerophosphat vor, welches aller Wahrscheinlichkeit nach noc} 
durch Bariumseifen etwas verunreinigt war. 


Mit dem noch zuriickgebliebenen Bariumglycerophosphat (Rohfallung 
wurde eine Trennung des /-Glycerophosphats als Bariumnitrat-Doppelsa|z 
nach P. Karrer und H. Salomon! durchgefiihrt. 0,94 g Bariumglycerophos 
phat wurden in 5 bis 10cem Wasser gelést und dazu die halbe Gewichts- 
menge Bariumnitrat, ebenfalls in wenig heiBem Wasser gelést, eingetragen 
Nach kurzer Zeit setzte die Kristallisation des Doppelsalzes: [C,,H,O, P Ba 

3a(NO,), ein. Nach 12 Stunden wurde der auskristallisierte Niederschlag 
abgesaugt, mit 4 cem eiskalten Wassers und dann mit Alkohol und Athe: 
gewaschen, iiber Phosphorpentoxyd getrocknet und gewogen. 


Erhalten wurden 0,684 g des Doppelsalzes, die unter Beriicksichtigung 
des méglicherweise in Lésung gegangenen Salzes 0,784 g ergaben, das sind 
0,551 g /-glycerinphosphorsaures Barium oder 58,74 °% des Gesamtglycer 
phosphats. Das Filtrat vom Doppelsalz wurde schonend zur Trockne 
eingeengt, dann bis zur Gewichtskonstanz getrocknet und dabei 0,19 ¢ 
des a-Glycerophosphats als weiBes Pulver gewonnen. 


Ill. Die Untersuchung des atherunléslichen Anteils der 
Rohphosphatidfallung. 


Wie bereits erwahnt, hinterblieb beim Auflésen des mit Aceton mehrma!|s 
gewaschenen Rohphosphatids mit Ather eine weiBe, pulverige Masse zuriick, 
welche ziemlich schlecht filtrierbar war. Th.Osborne und A. Wakemas 
hatten gleichfalls diese Beobachtung gemacht und die Substanz nahei 
untersucht und dieselbe auf Grund des gefundenen Phosphorwertes von 
2,59°, und eines Stickstoffwertes von 2,45, als Diaminophosphatid be 
zeichnet. Die gefundene Jodzahl war 29,8. Zur Nachpriifung dieser iibe: 
raschenden experimentellen Ergebnisse haben wir die durch das Trocknen 
aber Phosphorpentoxyd hellgrau gewordene, stearinartige Substanz ge 


pulvert und von den erhaltenen 20g 11,6g mit wenig Wasser angeteizt, 


mit Sand verrieben, tiber Nacht stehengelassen und hierauf im Soxhlet 
apparat 5 Stunden mit Ather extrahiert, um das noch anhaftende ,,athe: 
lésliche** Phosphatid herauszulésen. Der hier erhaltene Auszug gab mit 
Aceton einen geringen Niederschlag. Der in der Hiilse verbleibende Riick 
stand wurde nun mit Methylalkohol 6 Stunden ausgezogen. Nach den 
Erkalten schied sich aus dieser Lésung ein dicker, weiBer Niederschlag aus, 
welcher durch Erwarmen wieder in Lésung gebracht werden konnte. Mit 
einem groBen Uberschu8 von Aceton entstand eine weiBe, voluminé-s« 
Fallung, welche nach einigem Stehenlassen abgesaugt, mit Aceton ge 
waschen und hierauf iiber Phosphorpentoxyd getrocknet wurde. Nac! 
dem Trocknen fielen 5,85 g einer rein weiBen, harten Substanz an, dere: 
chemische Zusammensetzung aus der folgenden Ubersicht hervorgeht. 


1 Helv. chim. Akta 9, 3, 1926. 
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Tabelle VII. 





n/lo HCl brom- 
ry ¢ 9 © > N s y . 7 4 m 
ibstanz Molybdat I Substanz gef. } Substanz aufnahme! Jodzahl 


gef. 
g g ecm mg mg 


1.1488  0,2625 o 0,3190 5,87 2,5 22,5 3,9 27,16 
0.1272 00,2253 2,55 || 03040 5,60 2 19,4 3,1 25,38 


soe 


Mittel: 2,t Mittel: 2.5 Mittel: 26.3 


Aus diesen Zahlen errechnet sich ein P: N-Verhaltnis von 1: 2,25. 

Die erhaltenen Versuchsergebnisse stimmen so gut mit denjenigen von 
rh. Osborne und A. Wakeman iiberein, daB man auf Grund des gefundenen 
P: N-Verhaltnisses die .vorliegende Substanz als ein Diaminophosphatid 
bezeichnen kénnte. 

H. Thierfelder und E. Klenk* bezeichnen von allen bisher beschriebenen 
und bestimmten Diaminophosphatiden nur die Sphingomyline als chemisch 
einwandfrei charakterisiert und beschreiben diese als weiBe, kristallinische 
Substanzen, welche stark wasseranziehend, licht- und luftbestandig sind, sich 
in Chloroform und Methylalkohol leicht, in kaltem Alkohol und Pyridin 
wenig, in Aceton und Ather aber sehr schwer lésen. 

Diese Beschreibung stimmt fiir den in dem vorliegenden Arbeits- 
gang anfallenden Stoff durchaus, doch scheint es sich hier nicht um 
ein reines Produkt dieser Art zu handeln, da Sphingomyline einen 
Phosphorgehalt von 3,24 bis 4,22°, und einen Stickstoffgehalt von 
2.96 bis 3,84°, aufweisen. Es liegt eher die Vermutung nahe, daB in 
dem vorliegenden Praparat ein dem ,,Protagon’ ahnliches Gemisch 
vorhanden ist, das im wesentlichen Sphingomyline und Cerebroside 
mit einschlieBt. Die Anwesenheit der, einen Galaktoserest enthaltenden, 
Cerebroside ist sehr wahrscheinlich. 

Die in der Literatur fiir Cerebroside angegebenen Nachweisreaktionen 
beruhen alle auf der Anwesenheit der Galaktose und diirften deshalb fiir 
einen aus der Milech gewonnenen Stoff wenig Bedeutung haben. Es muB 
aber hervorgehoben werden, da beim Zusammenbringen des gefundenen 
Stoffes mit Schwefelséure (bei der Stickstoffbestimmung) zuerst eine hell- 
gelbe, dann nach kurzem Stehen eine schéne purpurfarbene Farbung ein- 
trat, also eine Farbreaktion, welche als Nachweis fiir Cerebroside angefiihrt 
wird, 

Das Auftreten eines Diaminophosphatids kann durch zwei weitere 
Beobachtungen gestiitzt werden, welche bei der quantitativen Be- 
stimmung des Phosphatidphosphors der Milch im ersten Teil der Arbeit 
besonders auffallend waren. Es wurden hier mit kaltem Methylalkohol 
weit mehr organischen Phosphor enthaltende Stoffe ausgezogen, als 
mit kaltem Athylalkohol; warmer Athylalkohol dagegen lieferte die dem 
kalten Methylalkohol entsprechenden Ausbeuten. Die angestellten 


1 BE. Rossmann, Ber. d. Deutsch. Chem. Ges. 65, 1847, 1932. — 
* Die Chemie der Cerebroside und Phosphatide, Berlin 1930. 
g* 
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Lésungsversuche zeigten also, daB das fragliche Diaminophosphatid 
kaltem Methylalkohol leicht, in kaltem Athylalkohol dagegen schw: 
léslich war. In der Warme (etwa 50°C) wurde es durch Athylalkoho! 


sofort und glatt aufgelést. Diese auffallende Léslichkeit in kalten 
Methylalkohol stimmt also mit den friiheren experimentellen Fest 
stellungen bei der Gewinnung des Milchphosphatids gut tiberein. 


Zusammenfassung. 

Die experimentellen Ergebnisse dieser Arbeit stehen insbesonder 
hinsichtlich der am Phosphatidaufbau beteiligten Fettséuren in einem 
Gegensatz zu denjenigen von R. Sasaki und E£. Hiratsuka, stimmen 
aber mit denjenigen von 7h. Osborne und A. Wakeman vollstandig dahin 
iiberein, daB ein durch Methylalkoholextraktion gewonnenes Milch) 
phosphatid ein Monoaminophosphatid darstellt, an dessen Aufbau ge 
sittigte und ungesittigte Fettséuren, sowie die Basenanteile Cholin und 
Colamin beteiligt sind. Die gesattigten Fettsduren stellen ein Geimisch 
von Palmitin- und Stearinsiure dar, die ungesattigten Fettsduren 
werden durch die Olséure vertreten. Ein atherunlésliches Phosphatid 
ist gleichfalls gewinnbar, doch scheint dieses mit cerebrosidartigen Be- 
gleitstoffen verunreinigt zu sein. 





Uber das Vorkommen von Glucosidasen bzw. Galaktosidasen 
und Disaccharide spaltenden Enzymen in Bakterien. 
Von 
Eduard Hofmann. 
Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 2. Juli 1934.) 


Wie in einer kurzen Mitteilung iiber diesen Gegenstand in den 
_Naturwissenschaften* bereits dargelegt wurde |, ist tiber das Vorkommen 
von einfachen Glykosidasen in Bakterien nichts bekannt. Eine Angabe, 
daB Glucoside wachsenden Mikroben als Kohlenstoffquellen dienen 
kénnen, besagt nichts nach dieser Richtung, um so weniger, als in den 
betreffenden Arbeiten? iiber die Méglichkeit einer glucosidatischen 
Spaltung der Substrate gar nicht berichtet wird. 

Schon aus meinen friiheren Beitragen zu diesem Problem geht 
hervor, daB man bei dem gegenwartigen Stande der Forschung unbedingt 
auf die Bakterien-enzyme zuriickgreifen mu, da sich die Verhaltnisse 
hier vielfach ganz anders gestalten, als bei den bisher vorwiegend 
untersuchten Pilzen und héheren Pflanzen. Es zeigte sich namlich, 
da manche Bakterien »- und p-Enzyme, sowohl x- und /-Glucosidase 
als auch «- und /-Galaktosidase, nebeneinander enthalten, auBerdem 
aber, daB Mikroben vorkommen, in denen nur f-Galaktosidase nachweis- 
bar ist. Aus diesen Befunden ergibt sich die Bedeutung der Bakterien- 
fermente fiir die Untersuchungen tiber das Spezifitatsproblem der 
Enzyme. 

Zunachst muf mit der alten Anschauung gebrochen werden, dab 
im allgemeinen ein Erreger nur «- oder /-Enzyme produziere, obgleich 
auch friiher schon Ausnahmen bekannt waren, so bei Hefen und 
Schimmelpilzen®. Sodann miissen die Ansichten tiber die Identitat 
von /-Glucosidase und /-Galaktosidase revidiert werden. Wegen 
Konstanz der Wirkung der beiden Fermente in einzelnen gereinigten 
Emulsin-praparaten hat man in letzter Zeit wiederholt auf eine Identitat 
der beiden Fermente geschlossen. C. Neuberg und ich haben bereits 
iiber ganz andere Verhaltnisse bei den Lactose-hefen berichtet. Dasselbe 
zeigte sich bei dem Emulsin der Schimmelpilze, dem aus Hagebutten 


und dem aus Kernen der Mandarinen?’. Nun tritt bei B. coli und B. Del- 


1 BE. Hofmann, Naturw. 22, 406, 1934. — * F. W. Twort, Centralbl. f. 
Bakt. I, Ref., 40, 508, 1907; H. Weintraub, ebenda, Orig., 91, 273, 1924. 
— 3, Neuberg u. E.Fdrber, diese Zeitschr. 78, 264, 1917; J. Hatano, 
ebenda 151, 498, 501, 1924. 1 CO. Neuberg u. E. Hofmann, diese Zeitschr. 
256, 450, 1932: BE. Hofmann, ebenda 267, 309, 1933; Naturw. 22. 406, 1934. 
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briicki tiberhaupt keine /-Glucosidase, sondern nur noch /-Galaktosida: 

zutage. Es ist also unméglich, die beim Emulsin von Mandeln un 

Aprikosen registrierten Verhaltnisse zu verallgemeinern; eher wi 
I bee! fol ’ 

man annehmen diirfen, daB in speziellen Emulsinpraparaten Ferment 

gemische vorliegen, deren Komponentenverhaltnis sich bei de: 

ReinigungsmaBnahme nicht aindern. 


Uber das Vorkommen von _ spezifischen disaccharidspaltende: 
FKermenten in Bazillen liegen in der Literatur zahlreiche Angaben vo. 
Abgesehen jedoch von dem Nachweis der Maltase, Saccharase und 
Lactase in Trockenpraparaten oder Autolyse-siften von B. coli unc 
B. casei e durch H. Karstrém' sowie im Termobacterium mobili 
durch S. Forssman* und einigen ahnlichen Befunden entsprechen dic 
Ausfiihrungen sonst nicht den Forderungen der modernen Ferment 
chemie. CC. Neuberg und EF. Hofmann haben schon vor einiger Zeit 
dargetan®, daB vom Alkohol-Ather-Trockenpraparat eines von uns 
isolierten Bakteriums, das bemerkenswerterweise Chondroitinschwefe| 
siure sulfatatisch abbaut, nicht allein der anorganische Paarling 
sondern auch reduzierender Zucker in Freiheit gesetzt wird. Die nahere 
Untersuchung dieses Priparates hat nun ergeben, daB in ihm so gut wie 
alle gesuchten Carbohydrasen enthalten sind. Im einzelnen fanden 
sich Invertase, Melibiase, Maltase, Cellobiase, %- und /-Galaktosidas« 
sowie a- und f-Glucosidase. Die Bakterien selbst wurden auf Fleisch. 
extrakt-Pepton-Agar geziichtet, mit wenig sterilem Wasser ab- 
geschwemmt und durch Verriihren der Suspension mit einer gréBeren 
Menge eines Gemisches aus 3 Teilen Alkohol und 1 Teil Ather behandelt 
Nach Filtrieren, Waschen mit Ather und Trocknen im Exsikkator 
resultierte ein grauweiBes Pulver, das in dieser Form zu den Versuchen 
diente. 

Das selbe Bakterium wurde auch auf Bierwiirze- (Maltose-) Agar 
geziichtet, und aus den lebenden Mikroorganismen in gleicher Weise 


ein Alkohol-Ather-Trockenpraparat hergestellt. Es beherbergt die gleichen 


Enzyme, wie sie bei Kultivierung auf Fleischextrakt-Pepton-Aga 
gefunden worden sind, allerdings in geringerer Menge. In bezug aut 
seinen Gehalt an Sulfatase hatten wir dies schon friiher beobachtet 
Dieser Fermentreichtum bei dem Sulfatasebakterium hat uns veranlalst 
auch andere Arten, B. Delbriicki, B. coli, B. fluorescens liquef. sowi 
B. prodigiosus in den Bereich der Untersuchung zu ziehen. Wir haben 
in diesen Fallen nicht so viele Fermente angetroffen, die Ergebnisse 


1 H. Karstrém, diese Zeitschr. 231, 399, 1931; Acta Chem. Fenn.. 
B. V. 44, 1932. — 2 S. Forssman, diese Zeitschr. 264, 231, 1933. 
3 C, Neuberg u. E. Hofmann, Naturw. 19, 484, 1931; diese Zeitschr. 234. 
345, 1931. 
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varen jedoch wegen der schon erwahnten spezifischen Wirkungen der 
inzelnen Praparate um so interessanter. Wahrend das Material der 
Sulfatase-bakterien sowohl /-Phenol-d-glucosid als 8-Phenol-d-galaktosid 
spaltete, wurde durch B. Delbriicki (auf Bierwiirze-Agar gezogen) 
und durch B. coli (sowohl bei Ziichtung in einer Nahrlésung mit Lactose 
ils auch in einer solchen mit Maltose) nur das §-Galaktosid hydrolysiert, 
das P-Glucosid jedoch nicht angegriffen. 

H. Karstrém (1. ¢.) und K. Myrbdck'! haben gezeigt, daB Trocken- 
praparate aus einem Stamm von B. coli nach Kultivierung auf Maltose 
wohl dieses Disaccharid, nicht aber Rohrzucker zu zerlegen vermochten; 
deshalb lehnten sie die von R. Weidenhagen? vertretene Ansicht ab, 
nach der ein zur Hydrolvyse von Maltose befahigtes Enzym auch Sac- 
charose invertieren miisse. Das Alkohol-Ather-Trockenpraparat aus dem 
von uns benutzten Coli stamm enthielt neben /-Galaktosidase und 
Saccharase auch Maltase. Die Wirkung des letztgenannten Fermentes 
war zwar nicht besonders stark, indem erst nach mehreren Tagen 
eine Hydrolyse der Maltose zu etwa 30°, zu verzeichnen war. In der 
selben Zeit hatte jedoch das gleiche Fermentpraparat tberhaupt keinen 
meBbaren Zerfall des sonst so leicht angreifbaren z-Phenol-d-glucosids 
herbeigefiihrt. In bezug auf die spezifische Wirkung war es auch bei 
den Colipraparaten gleichgiiltig, ob die Bakterien auf Bierwiirze-Agar 
oder in einer Nahrlésung mit Lactose geziichtet wurden, nur war 
im letzten Falle der /-galaktosidatische Effekt besonders stark, in 
ersterem Falle der Gehalt an Enzymen im allgemeinen geringer. Da 
sich das Sulfatasebakterium hinsichtlich vieler Eigenschaften wie ein 
Stamm von B. fluorescens non liquefaciens verhalt, haben wir nach 
Ziichtung auf Fleischextrakt-Pepton-Agar | Alkohol-Ather-Trocken- 
praparate aus einem im Institut vorhandenen, sowie aus einem neuer- 
dings von uns isolierten Stamm des B. fluorescens non liquef. bereitet. 
Der Fermentgehalt derselben war aber gegeniiber dem aus dem Sul- 
fatasebakterium gewonnenen Material sehr gering. Neben Invertase 
fanden wir Maltase und auch z-Phenol-glucosidase, das Praparat aus 


B. prodigiosus hydrolvsierte weder Disaccharide noch z- und /-Glyko- 


side. 

Ob sich die einzelligen Lebewesen besonders zur Erzeugung adap- 
tiver Fermente eignen, ist durch diese Versuche nicht entschieden. 
Zweifellos aber hat die Zusarnmmensetzung des Nahrbodens bei Ziichtung 
der Bakterien, besonders das dargebotene Kohlenhydrat, einen groBen 
EinfluB auf die Quantitéat der einzelnen Enzyme. 


1K. Myrbdck, H. 198, 196, 1931. — ? R. Weidenhagen, Naturw. 16, 
654, 1928; Zeitschr. Ver. Deutsch. Zuckerind. 79, 115, 599, 1929; SO, 
155, 374, 1930. 





136 E. Hofmann: 


Schon aus den Untersuchungen von H. Karstrém (1. c.) geht hervo: 
daB die fiir die Carbohydrasen anderer Herkunft ermittelten giinstigste: 
pu-Werte keineswegs fiir die entsprechenden Enzympraparate au 
Bakterien giiltig sind. Sie muBten daher besonders ermittelt werde: 
und liegen, wie im experimentellen Teil verzeichnet wird, nahe bei den 
Neutralpunkt, bei py 6,2 bis 6,7. 


Experimenteller Teil. 


Versuche mit Prdparat aus Sulfatasebakterien, die auf Fleischextrakt 


Pepton-Agar geztichtet worden waren. 


Die Bakterien waren in der schon friiher! beschriebenen Art geziichtet 
und in ein Alkohol-Ather-Trockenpraparat verwandelt worden. 

1. Bestimmung des py-Optimums gegenitiber B-Glucosiden. Die Ansiitze 
enthielten in 10cem m/20 Phosphat- bzw. Acetatpufferlésung von de: 
jeweils angegebenen Wasserstoffionenkonzentration 50mg Ferment und 
als Substrat 0,1 g Salicin (/-Saligenin-d-glucosid) bzw. 0,1 g /-Phenol-d 
galaktosid. Sie wurden nach Zugabe von 4 Tropfen Toluol bei 37° 
aufbewahrt. Nach 24 Stunden hatte sich der unldésliche Teil des 
Fermentmaterials abgesetzt. In 5 cem der iiberstehenden Lésung 
wurde zur Bestimmung der eingetretenen Hydrolyse das Reduktions 
vermégen mit Fehlingscher Lésung (nach der Methode von Lehman le 
Maquenne) ermittelt. 





Je 5cem Lisung ergaben beim Versuch Je 5cem Lisung ergaben beim Versuch fi 





ae y mit 3-Phenol- nee mit §-Phenol- ” 
mit Salicin galaktosid mit Salicin galaktosid 
mg Cu mg Cu mg Cu mg Cu 


15,9 15,2 5,0 0,6 2,5 
sy 12,7 44 0,9 0,0 
3,2 83 





Die gr6éBte Spaltung war bei den py-Werten 6,4 und 6,7 zu ver- | 


zeichnen: sie war bei einer Reaktion von py 5,7 schon sehr klein. 
Beim Emulsin liegen die giinstigsten Werte fiir die entsprechenden 
Fermentwirkungen weit im sauren Gebiet, bei pu = 4,4 bis 5,0. 


m tL 


Ll 


2. Fermentprdparat aus Sulfatasebakterium und verschiedene Substrate. 
10 cem m/20 Phosphatpufferlésung wurden mit 0,1 g des jeweils angefiihrten 
Substrates, 0,1 g Ferment sowie 4 Tropfen Toluol versetzt und bei 37° 
aufbewahrt. Nach mehreren Tagen wurde die erzielte Spaltung, wie unter |. 
angegeben, bestimmt. Einige Kontrollversuche enthielten kein Ferment 
material, um die Bestandigkeit der zugesetzten Substrate bei de 
obwaltenden Wasserstoffionenkonzentration zu beweisen. Soweit solche 
Blindversuche fehlen, waren ihre Ergebnisse bekannt. Das Ferment 
selbst auBerte keine Reduktionskraft, wie aus dem ersten Versucl) 
hervorgeht. 


SJ tf ©. 


1 ©, Neuberg u. E. Hofmann, Naturw. 19, 484, 1931. 
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Nach %¢em Losung ergaben Daraus berech- 
enthielt in 10 ¢cem Tagen satin mssietacil net sich eine 
mg Cu mg Zucker | Spaltung in ©/9 


0,1 g Ferment, 0,1 ¢ Salicin if 95 
0,1 g¢ Ferment, 0,1 ¢ 8-Phenol- 46,4 
glucosid 
Ol g Ferment, 0,1 g¢ 8-Phenol- 
galaktosid 
01g Ferment, 0,1g «-Metbyl- 
elucosid 
0,1 g Ferment, 0,1 g «-Phenol- 
glucosid 
Og Ferment, 0,1 g «-Phenol- 
galaktosid 
O.ig Ferment, 0,1 ¢ Maltose 
01g Maltose fiir sich 
0,1 g Ferment, 0,1 g Rohrzucker 


Ol g¢ Ferment, 0,0 g¢ Substrat 5 0,0 
), 


3. Die Cellobiase des Sulfatasebakteriums. 
Ansatz 1. 0,05g Ferment + 5ceem m/5 Phosphatpuffer py 6,3 
5eem 2%ige Cellobioselésung + 4 Tropfen Toluol. 

Ansatz 2. 5cem Phosphatpuffer py 6,3 + 5cem 2° ige Cellobiose- 
lésung + 4 Tropfen Toluol. 

Die VersuchsgefaéBe wurden bei 37° aufbewahrt; zu Beginn (nach Ab- 
klingen der Mutarotation) sowie nach 24 Stunden wurde die Drehung der 
filtrierten, unverdiinnten Lésung bestimmt. 





Versuch « 1dm Drehungsinderung Spaltung 
, ig age : nach 24 Std. nach 24 Std. 
Nr. zu Beginn nach 24 Std. 


+ 0,379 + 0,46° 0,09° 42.6%, 
+ 0,37 0,37 0.0 ; 


Il. Versuche mit einem Prdparat aus Suljatasebakterien, die auf Bierwiirze- 


Agar geztichtet worden waren. 


1. Bestimmung des py-Optimums der Bakterien-saccharase. Zu 6 eem 
m/20 Phosphat- bzw. Acetat-puffer von jeweils angegebenem py wurden 
50 mg Ferment-material, 50 mg Rohrzucker, 2 Tropfen Toluol gefiigt und 
die Ansatze bei 37° aufbewahrt. Proben von 2cem dienten nach 2 bis 
4 Tagen zur Bestimmung der Reduktionskraft gegeniiber Fehlingscher 
Mischung. 





ergaben mit Fehlingscher ergaben mit Fehlingscher 
Lisung je 2ccem Lisung je 2ecm 


Bei pp. ————_— Bei 
PH nach 2 Tagen nach 4 Tagen PH 


mg Cu mg Cu mg Cu mg Cu 


nach 2 Tagen nach 4 Tagen 


1, 24,2 3,2 6,0 
1,¢ 29,2 é 1,9 44 
4 7,3 
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Die Saccharase der Hefe entfaltet ihre giinstigste Spaltungskra‘ 
bei py = 4,3. Die Bakteriensaccharase ist in diesem Gebiet kaum noc! 
wirksam. 


2. py-Optimum der x-Glucosidase bei dem Sulfatasebakterium. 50 mx 


z-Phenol-d-glucosid werden in 7 cem m/15 Phosphatpuffer von verschi 
denem py gelést, mit 50 mg Ferment sowie 2 Tropfen Toluol versetzt und 
bei 37° aufbewahrt. Nach 2 Tagen wurde die Reduktionskraft gegeniibe: 
Fehlingscher Losung bestimmt. 





3ccem Lésung ergaben mg Cu... . 38,1 40,0 35,6 
RN as Pho Masta vee ws Mem aI eS 6,5 6.2 5,6 


3. Sulfatasebakterium und verschiedene Substrate. Die Ansatze enthielter 
in 5ecem m/20 Phosphatpuffer vom py 6.5 je 0,1 g Ferment und 50 mg 
Substrat. Sie wurden, wie oben angegeben, mit Toluol bei 37° aufbewahrt 
und nach 5 Tagen auf eingetretene Hydrolyse untersucht. 





3 ecem filtrierte Ljsung ergaben nach 5 Tagen Daraus 
, A — —_—-—_-—--— ——_—__—_—__—— — berechne 
Ver- enthielt in 5eem mg Cu ik a 
sue »ben 0,1 g Ferme , : : 
such neben 0,1 g Ferment mg Zucker Spaltung 
insgesamt korrigiert* in % 9 ve 





kein Substrat 1, 0,0 . 
50 mg Salicin 25, 18,4 0 mg Glucose 
50 mg 8-Phenol- 18, 11,4 iD * & 
glucosid 
50mg -Phenol- 26,4 19,1 9, Galaktose 
galaktosid 
50 mg a-Methyl- 23,3 16,0 8 Glucose 
glucosid 
50 mg a-Phenol- 48,9 41,6 a 
glucosid 
50mg a-Phenol- 35,2 249 + Galaktose 
galaktosid 
50mg Maltose 69,0 61,7 31,4 Glucose 
50 mg Saccharose 49,2 419 20,8 Invertzucker 


* Durch Abzug der bei Versuch 1 gefundenen Cu-Menge. 


Durch Ziichtung der Sulfatasebakterien auf Bierwiirze-Agai 
scheint besonders der Gehalt an x-Glucosidase und Maltase begiinstigt 
zu sein. Mit dem aus ihnen hergestellten Trockenpraparat konnte nam- 
lich auch x-Methyl-d-glucosid gespalten werden, das bei Ziichtung de1 
Mikroben auf Fleischextrakt-Pepton-Agar durch das gewonnene Fer- 
mentpraparat nicht angegriffen worden ist. (Versuch 5 unter I, 2.) 


ITT. Versuche mit Trockenprdparaten aus Bacillus Delbriicki. 


Der verwendete Stamm von B. Delbriicki wurde der Sammlung des 
Instituts entnommen. Er war uns friiher aus dem Institut fiir Garungs- 
gewerbe in Berlin dankenswerterweise iiberlassen und auf Maische-Agar 
weiterkultiviert. Die Heranziichtung gr6Berer Mengen der Bakterien geschah 
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einer Nahrl6sung aus verdiinnter Bierwiirze unter Beigabe von Fleisch- 
<trakt und Pepton bei 40°. Unter diesen Bedingungen war das Wachstum 
hr gut. Nach 2 Tagen wurden die Bakterien mit sterilem Leitungswasser 
ibgeschwemmt und durch Zentrifugieren isoliert. Nach Suspendierung 
Wasser und erneutem Zentrifugieren lieferten die mit dem Alkohol- 
\thergemisch (3:1) entwasserten und mit Ather gewaschenen Bakterien 
ich Trocknen im Vakuumexsikkator 7,5 g eines weiben Pulvers, das zu 
den folgenden Versuchen verwendet wurde. 

1. Fermentprdparat aus B. Delbriicki und verschiedene Substrate. Die 
\nsitze enthielten in 10 ccm m/20 Phosphatpufferlésung vom py 6.5 
je 0,1 g Fermentpraparat und die jeweils angegebenen Mengen der Sub- 
strate. Sie wurden nach Toluolzugabe bei 37° aufbewahrt; die durch Hydro- 
lvse entstandenen Zucker wurden nach bestimmten Zeiten mit Fehlingscher 
Mischung ermittelt. Das Fermentmaterial selbst gab keine reduzierenden 
Substanzen ab, alle verwendeten Substrate erlitten bei der herrschenden 
Wasserstoffionenkonzentration in Kontrollversuchen ohne Enzym_ keine 
Spaltung. 





Daraus be- 
5eem ergaben 3cem ergaben rechnet sich 
Substrat in 10 cem nach 28 Std. nach 3 Tagen eine Spaltung 
Liésung neben 0,1 ¢ in ‘ 
Ferment - - 
nach nach 


mg Cu mg Zucker mg Cu mg Zucker 2Std. 3T¢g 


kein Substrat 0,0 0.0 0,0 0,0 

0,1 g Salicin 0,0 0.0 0.0 0.0 

0,1g8-Phenol- — 0,0 0,0 0,0 0,0 

d-glucosid 

O.lg¢ 8-Phenol- 10,5 5,4 (Galaktose) : 9.4 (Galaktose) 

d-galaktosid 

0,lga-Methyl- 10,8* 5,2* (Glucose) 8.17 8.87 (Glucose) 

d-glucosid 

O.lga-Phenol- 20,0* 98* 

d-glueosid 
0,1ga-Phenol- | 33,1* 17,3*(Galaktose) 2$ 
d-galaktosid 

* Nicht nach 28, sondern nach 40 Std. + Nicht nach 3, sondern nach 5 Tagen 

Wie man sieht, wurde nur das /-Galaktosid gespalten, aber die 
beiden $-Glucoside sind nicht zerlegt worden. 

2. Maltase und Saccharase bei B. Delbriick?. Die Ansatze enthielten 
in 20cem m/20 Phosphatpuffer vom px 6,4 je 0,2 g Fermentpraparat 
und je 0,25 g Substrat; sie wurden nach Toluolzugabe bei 37° aufbewahrt. 
Die Spaltung ergab sich aus den beobachteten Drehungsanderungen im 
l-dm-Rohr mit filtrierten Proben von 3cem Lésung plus 1 cem n Soda. 





Drehung im 1 dm Rohr Drehungsanderung Spaltung in ° 

Ver- _enthielt neben 0,2 g nach Std. nach Std nach Std. 
such Ferment als Substrat — ——— sania ; 

0 4 27 22 4 22 


~- 0,0° 0.0° 00° 0.0° 
Maltose +135 +0,85 0,50 0.72 
ohrzucker +9,70 +0,25 0.45 0,82 


| 0 
| 0,25 g 


25¢ 
Sg R 
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3. pu-Optimum der «-Galaktosidase bei B. Delbriicki. 50mg «-Phenc 
d-galaktosid wurden in 7 cem m/15 Phosphatpuffer vom jeweils angegeben« 
pu gelést, mit 50mg Ferment-material sowie 2 Tropfen Toluol verset7 
und bei 37° aufbewahrt. Nach 2 und 3 Tagen wurde mit Fehlingsche 
Mischung die durch Hydrolyse frei gewordene Galaktose bestimmt. 





ergaben je ergaben je ergaben je ergaben je 

: 3cem Lésung 2cem Lésung Bei 3ecm Lésung 2cem Lésung 

el PH nach 2 Tagen nach 3 Tagen el PH nach 2 Tagen nach 3 Tage 
mg Cu mg Cu mg Cu mg Cu 


6.8 10.8 95 5.6 184 14,9 
6.5 12,7 5,2 19,1 15,9 


11,1 
5,9 14,9 12,4 4.8 16,2 12,3 





4. Spaltung von Melibiose und Raffinose durch Fermente von B. Delbriich:, 
a) 00g Ferment + 3cem m/15 Phosphatpuffer pH = 5,9 + 1 eem 


2,4 °>ige Melibioselésung + 2 Tropfen Toluol. 


2.4% ige Melibioselésung + 2 Tropfen Toluol. 


b) 0,02 ¢ Ferment + 3cem m/15 Phosphatpuffer py 5 t+ 1 eem 


Die Ansiétze standen bei 37°. Nach 4 Tagen zeigten die klar filtrierten 
Lésungen im 1l-dm-Rohr eine Drehung von « + 0,76° bei a) und von 
w t. 0,569 bei b). 

Nach friiheren Versuchen mit demselben Bakterienpraparat wurde 
durch das zugesetzte Ferment die Drehung nicht beeinfluBt. Aus der bei b) 
beobachteten Drehungsanderung von 0,21° ergab sich eine Hydrolyse dei 
Melibiose zu 55%. 

c) O,lg Ferment + 0,15 g Raffinose + 10cem m/15 Phosphatpuffe: 
Pu 5,9 + 4 Tropfen Toluol. Der Ansatz wurde bei 37° aufbewahrt. 

Nach 2 Tagen zeigte eine unverdiinnte Probe im 1-dm-Rohr eine 
Drehung von « t 0,62°, 2 cem derselben gaben mit Fehlingscher Lésung 
32.2 mg Cu. Nach 3 Tagen betrug die Drehung ~ + 0,459, und 2 ccm 
der Lésung lieferten 55,4mg Cu. Eine 1,5°% ,ige Lésung von Raffinose 
besaB im 1l-dm-Rohr eine Drehung von « + 1,57°, nach Aufspaltung 
in Fructose und Melibiose berechnet sich eine Drehung von « + 0,83, 
nach Zerlegung in Fructose, Glucose und Galaktose berechnet sich eine 
solche von x = + 0,20°. 


Nach vorstehenden Beobachtungen mu Hydrolyse an beiden 
glykosidischen Bindungen der Raffinose erfolgt sein. 


IV. Versuche mit einem Fermentpradparat aus B. coli, das auf Lactose 
geztichtet war. 

5 Liter einer sterilen Lésung von Fleischextrakt-Pepton und 2°, 
Lactose wurden mit einer Vorkultur von B. coli (Bordeaux) aus der Samm 
lung des Instituts geimpft und 3 Tage bei 37° aufbewahrt. Das Wachs 
tum war nicht besonders kraftig. Nach Zentrifugieren wurden etwa 
5g frischer Bakterien erhalten, die nach Aufschwemmen in sterilem 
Wasser und nach erneutem Zentrifugieren, mit Alkohol-Ather zu einem 
Trockenpraparat verarbeitet, etwa 0,7 g Ferment in Form eines weihen 
Pulvers lieferten. 
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Die folgenden Ansatze enthielten 
in 5ceem m,20 Phosphatpuffer vom 
PH 6,5 je 0,05 ¢ Ferment und 0,1 g 
des jeweils angegebenen Substrates. 
Zufiigung von je 2 Tropfen Toluol 
Temperatur 37°. Die bei verschie- 
denen Substraten eingetretene Spal- 
tung ergab sich durch Feststellung 
der frei gewordenen Zucker mit 
Fe hling scher Lésung. 


gab 


Das interessanteste Ergebnis 
dieser Versuche ist die fast voll- 


78 Std 


Lisung 


standige Hydrolvyse des $-Phenol-d- 


(Invertzucker) 


galaktosids, wahrend in der gleichen 
Zeit p-Phenol-d-glucosid tberhaupt 
nicht angegriffen wurde. Auch auf 
x-Glucoside wirkte das Ferment 
nicht ein. fohrzucker wurde in 
geringem Ausmae invertiert: mit 
Maltose wurden keine eindeutigen 


(Galaktose) 
(Invertzucker) 


Resultate erhalten. 


OL 


V. Versuche mit Fermentprdparaten 
aus B. coli, das aut Bierwiirze-Agar 


geztichtet war. 


Die gleiche Spezifitat, wie sie 
an den Praparaten des auf Lactose 
gezuchteten B. coli beobachtet wurde, 
fand sich bei den Alkohol-Ather- 
Praparaten aus demselben Bakterium, 


mg Zucker 


(Galaktose) 


leem Liésung gab 


das auf Bierwiirze-Agar gewachsen 
war. Die Ausbeute an Bakterien 
war auf diesem Nahrboden viel 
groBer als bei Ziichtung in Lactose- 


mg Cu 


losung. 


osid 
sosid 


a-Phenolgalaktosid 
j }- Phenolglucosid 
o 


Die folgenden Versuche wurden 


ilaktosid 


mit O.lg Ferment und 0,05 g Sub- 
strat in 5cem m 20 Phosphatpuffer- 


t 


Substrat in | 


neben 


Rohrzuecker 


Omg Fe 


losung py 6.5 bei Gegenwart von 


Toluol und bei 37° ausgefiihrt. 


oy 
kein Substrat 


Ol g 


Auch bei Maltose wurde Hydro- 
lvse beobachtet. Weil jedoch 
x-Phenol-glucosid, das ein sonst be- 


Lg a-Methylglu 
J, «-Phenolgluc 


sonders leicht angreifbares Substrat 
ist, nicht gespalten wurde, nach 





dariiber geéuBerten Ansichten aber 
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3cem Lésung 
ergaben nach 
7 Tagen mit Daraus berechnet 
Fehlingscher 


Substrat neben 0,1 g Ferment ni aap cone 
4 g mg 


ins- korri- mg Zucker Spaltun; 
gesamt giert* in 3cem In ‘ 


kein Substrat 10,5 0,0 0.0 
50 mg Salicin 10,5 0.0 0.0 
50 mg ?-Phenolglucosid 10,5 0,0 0,0 
50, 8-Phenolgalaktosid 41,0 30,5 15,8 
50 . a-Phenolglucosid 10,5 0,0 0,0 
50 . a-Phenolgalaktosid 10,5 0,0 0,0 
50 . Rohrzucker 51,5 40 19,8 
(Invertzucker) 


* Durch Abzug der bei 1 gefundenen Cu-Menge. 


Maltase und z-Glucosidase identisch sein sollen, wurden die Versuche 
mit beiden Substraten und bei langerer Dauer wiederholt. 
Versuch a) 0,1 g Ferment + 5cem m/20 Phosphatpuffer py 
2 Tropfen Toluol. 
Versuch b) 0,1 g Ferment + 5cem m/20 Phosphatpuffer py 
2 Tropfen Toluol und + 50mg «-Phenol-glucosid. 
Versuch c) 0,1 g Ferment + 5cem m/20 Phosphatpuffer py 
2 Tropfen Toluol + 50mg Maltose. 
Versuch d) 0,0g Ferment + 5cem m/20 Phosphatpuffer py 
2 Tropfen Toluol + 50mg Maltose. 
Nachdem die Ansitze 4 Tage bei 37° aufbewahrt worden waren, 
wurden je 3cem der filtrierten Lésungen mit Fehlingscher Mischung 
gekocht. Es ergaben sich bei 





Ansatz mg Cu Spaltung in °/9 Ansatz mg Cu Spaltung in 


a 13,2 — 54,0 32,6 
b 13,5 0,0 32,6 0.0 


Auch bei diesen Versuchen wurde nur Maltose, nicht aber %-Phenol- 
glucosid hydrolysiert. 

Zusammenfassung. 

Somit ergibt sich, da Bakterien zahlreiche typische Fermente 
zur Hydrolyse von Disacchariden und Glykosiden hervorbringen. 
Zur Erkennung spezifischer Wirkungen sind die Enzyme derselben 
ganz besonders geeignet. Wahrend das Enzympraparat aus Sulfatase- 
bakterien sowohl $-Glucoside als B-Galaktoside zerlegte, war bei B. coli 
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nd B. Delbriicki neben $-Galaktosidase keine /-Glucosidase nach- 
zuweisen. Eine Identitat der beiden Fermente, wie sie beim Emulsin 
ermutet wurde, kann also nicht angenommen werden. Das Praparat 
von B. coli spaltete Maltose, nicht aber «-Phenolglucosid. Ob in ein- 
zelligen Lebewesen besonders leicht adaptive Fermente entstehen, 
st durch die Versuche nicht entschieden. Die Zusammensetzung des 
Nahrbodens hat aber zweifellos groBen EinfluB auf die Quantitat der 
einzelnen Enzyme. Ziichtete man das Sulfatasebakterium auf Bier- 
wirze- (Maltose-) Agar, so zerlegte das daraus gewonnene Ferment- 
praparat %-Methyl- wie z-Phenol-glucosid. Durch das nach Kultivierung 
auf Fleischextrakt-Pepton-Agar gewonnene Praparat wurde nur noch 
das gegen Enzyme weniger widerstandsfahige %-Phenol-glucosid an- 
gegriffen; auch der Gehalt an Maltase war geringer. 

Von den entsprechenden Enzymen der Hefe, der Schimmelpilze 
und der héheren Pflanzen unterscheiden sich die Fermente der Bakterien 
durch die abweichende Lage der fiir ihre Wirkungen giinstigsten Wasser- 


stoffionenkonzentration. 





Aktivierung von Alkoholdehydrogenase in 
Muskel-, Leber- und Tumorgeweben durch Coenzym. 
Von 


Jorgen Lehmann. 
(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Lund.) 


(Eingegangen am 18. Juni 1954.) 


In einer friiheren Mitteilung ist nachgewiesen worden [Lehmann (1)], 
daB die Hefealkoholdehydrogenase nur unter Mitwirkung von Coenzym 
aktiv ist. Es war deshalb zu erwarten, daB dies auch bei der tierischen 
Alkoholdehydrogenase der Fall sein wiirde. Versuche mit Muskel-., 
Leber- und Tumorgewebe haben diese Vermutung bestatigt. 


1. Alkoholdehydrogenase aus Muskulatur. 

Die Versuche wurden mit Phosphatextrakten aus Pferdemuskulatur 
ausgefiihrt. Die Behandlung der Muskulatur war im Prinzip dieselbe 
wie bei der Herstellung von Succinodehydrogenaselésungen [Lehmann (2) 
Die drei- bis viermal in einer Fleischmaschine feingeschnittene Pferde 
muskulatur wurde dreimal mit dem gleichen Volumen destillierten Wassers 
oder 0,25 %iger NaCl-Lésung ausgewaschen, und danach mit dem doppelten 
Volumen einer Lésung von Na,H PO, (Sérensen). Es gelang jedoch nicht 
immer, die Alkoholdehydrogenase in solechen Phosphatextrakten nachzu 
weisen, da sie sich in tierischen Geweben als sehr labil erwies. Es wat 
daher notwendig, systematische Versuche iiber die Wirkung wiederholte: 
Auswaschungen und Phosphatextraktionen anzustellen. 

Die Versuche der wiederholten Phosphatextraktionen aus drei- 
bis viermal ausgewaschener Muskulatur ergaben, daB es mit der Alkohol- 
dehydrogenase nicht wie bei der Succinodehydrogenase mdglich war. 
mehrere aktive Dehydrogenaseextrakte aus derselben Muskelprobe zu 
erhalten. Nur im ersten Phosphatextrakt gelang der Nachweis von 
Dehydrogenase, und dies nur unter Mitwirkung von Coenzym (adenosin- 
triphosphorsaures Ca nach Fiske dargestellt). In der extrahierten 
Muskelprobe war Alkoholdehydrogenase auch nicht nachweisbar 
Wahrscheinlich wird das Enzym wahrend der Auswaschung und det 
Extraktion bei Zimmertemperatur zerstért. Die Versuche mit wieder- 
holten Auswaschungen ergaben wechselnde Resultate. Zwei bis drei 


Auswaschungen geniigten oftmals, um einen guten Phosphatextrakt zu 


bekommen, oft waren aber vier bis sieben Auswaschungen erforderlich 
Besonders interessant ist, da nach den ersten Auswaschungen oft 
inaktive Extrakte erhalten wurden, so daB die Muskelprobe verworfen 
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wurde. Nachfolgende Versuche zeigten indessen, dab fortgesetzte 


Auswaschungen ein und derselben Muskelprobe die Wirkung hatten 


laB eine solche anscheinend schlechte Muskelprobe doch sehr gute 
kixtrakte zu geben vermochte. Versuch | ist ein Beispiel fiir einen 
derartigen Versuch. Entfairbungszeiten von langer als zwei Stunden 


werden in allen Versuchsprotokollen mit angegeben. 


Versuch 1. 

Pferdemuskulatur. 3 Tage alt, wurde dreimal in der Fleisechmaschine 
zermahlen. 300g wurden mehrmals mit 300 ccm Wasser ausgewaschen 
siehe Lehmann (2)|. Vom dritten Mal an wurden nach jeder Auswaschung 
20 ¢ Muskulatur abgewogen und mit 40 cem Na,H PO,-Lésung 15 Minuten 
ang bei Zimmertemperatur extrahiert (ohne Schiitteln) und danach zentri 
fugiert. Der Extrakt wurde auf Alkoholdehydrogenase nach der Mb.- 
Methode untersucht. Er wurde bei 0° C aufbewahrt und die Vakuumrohre 
sofort evakuiert, nachdem der Extrakt zugesetzt war. Temperatur 37°C. 
py mit der Chinhydronelektrode bei 18°C bestimmt. Als Coenzym wurde 
eine 1°/,ige Lésung von adenosintriphosphorsaurem Ca verwendet (nach 
Fiske dargestellt). 

Enzymextrakt...... 0,3 03 0, 0,3 cem 
Imol. Alkohol . 

(oenzym 

Mb. */seas 

Aqua dest. 





Anzahl der 
Aus- 


waschungen 


de ‘ 
Fa. e Entfiirbungszeiten in Minuten 
xtrakte 


I] 

IV 

V 2 : 48 
VI oe : 50 
Vil 7, 9} 20 


Aus dem Versuch geht hervor, daB die Alkoholdehvdrogenase 
ohne Coenzym inaktiv ist, durch dasselbe aber aktiviert wird. Man 
sieht ferner, daB nach fortgesetzter Auswaschung die Entfarbungs- 
zeiten in den Réhren, sowohl mit Alkohol plus Coenzym, als mit Coenzym 
allein, kiirzer und kiirzer werden. Dies diirfte ein Hinweis dafiir sein, 
daB das gleiche Moment fiir die langsameren Entfarbungszeiten in den 
ersten Extrakten verantwortlich zu machen ist. Worin dieses Moment 
besteht, laBt sich natiirlich nicht leicht erklaren, da ein solcher Muskel- 
extrakt eine Vielheit von Substanzen und Enzymsystemen enthalt. 
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Nachfolgende Erklarung scheint dem Verfasser die wahrscheinlichst: 

die ersten Extrakte enthalten Hamatinfarbstoffe, was aus ihrer schwac| 
rotlichen Farbung hervorgeht. Diese Eisensysteme treten als mit de: 

Mb. konkurierende Wasserstoffakzeptoren auf (unter anderen Methamo 
globinbildung aus Oxyhémoglobin durch Mb.). Da in einer Mischung 
von mehreren Akzeptorsubstanzen mit verschiedenen Redoxpotentialen 
gewohnlich das positivste mit dem negativeren Donatorsystem reagiert 
und das mehr negative Akzeptorsystem erst nach der Endtitration des 
positiveren in Funktion tritt, ist es verstandlich, daB die positiven Hama 
tinsysteme zuerst von den Donatorsystemen reduziert werden, und dai) 
erst danach das Mb. mit dem negativeren Redoxpotential als Akzepto: 
einsetzt. Die Mb.-Entfarbungszeit wird also durch die Anwesenhecit 
von Eisensystemen verlangert und besteht aus zwei Zeitkomponenten 
namlich erstens der Zeit fiir die Reduktion der Hamatinsysteme 
und zweitens der der Mb.-Reduktion. Wenn durch die Aus- 
waschung die Muskulatur, und damit die Extrakte von den 
Hamatinsystemen befreit werden, treten sie nicht mehr als ver- 
zogerndes Moment beim Mb.-Entfarbungsversuch auf die Ent 
farbungszeiten werden kirzer. Die ersten Extrakte waren also nur 
scheinbar inaktiv. 


Es ist ferner zu bemerken, daB die kleinen py-Differenzen de: 
verschiedenen Extrakte die Entfarbungszeiten nur wenig beeinflussen 
Versuche iiber die py-Abhangigkeit der von Coenzym aktivierten 
Systeme im Muskelextrakt haben gezeigt, dab nur sehr kleine Anderungen 
der Entfarbungszeiten von den vorhandenen py-Anderungen hervo1 
gerufen wurden. Vergleichende Versuche tiber die py-Abhangigkeit 
der Alkoholdehydrogenase und der von Coenzym im Muskelextrakt 
aktivierten Systeme wurden vorgenommen, um eventuell ein py 
Gebiet zu finden, in welchem die Alkoholdehydrogenase aktiv wa: 
die vom Coenzym aktivierten Systeme jedoch nicht. Da die Ver 
suche zu keinem positiven Resultat fiihrten, seien sie nicht weite 
besprochen.  Beziiglich der py-Aktivitatskurve der Alkohold: 
hydrogenase siehe Miiller (3). 


Um die Wirkung der Alkoholdehydrogenase nachweisen zu kénnen 


war es nétig, die Reaktionsverhaltnisse besonders in Bezug auf dic 


Mb.-Menge genau abzupassen. Es zeigte sich namlich, daB bei Ver 
wendung kleiner Mengen Mb. die Donatorwirkung gar nicht erkennba: 


war und erst bei gréBeren Mb.-Mengen hervortrat, und je gréBer dic 


Mb.-Menge ist, um so gréBer ist die Zeitdifferenz zwischen der Ent 
farbung mit Coenzym allein und der mit Coenzym plus Alkoho! 
Folgender Versuch zeigt dies. 
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Versuch 2. 
Pferdemuskulatur, 4 Tage alt, dreimal mit 0,25 °oiger NaCl-Lésung 
visgewaschen und mit Na,HPO,-Lésung extrahiert (wie im Versuch 1). 
Reaktionsgemisch wie im Versuch 1, mit der Ausnahme, da das Total- 
volumen mit Wasser auf 1,3 c¢cem gebracht wurde. py des Extraktes 6,90. 
Spontanentfarbung und Entfarbung nach Zusatz von Alkohol allein dauerten 


inger als 2 Stunden. Temperatur 37°C. 





Alkohol Coenzym 
Mb.-Lisung + Coenzym allein 
1/5900 in ecm 


o, Verzigerung 
mit Coenzym 


Entfirbungszeiten in Minuten allein 


0,1 
0,2 22 


0,3 28 46 


Diese mit steigenden Mb.-Mengen ecintretende Verzégerung der 


Entfarbung mit Coenzym allein, verglichen mit der mit Alkohol plus 
Cocnzym, sprach dafiir, daB die von Coenzym aktivierten, in dem Ex- 


trakt vorgefundenen Donatorsubstanzen in so kleinen Mengen vorhanden 
waren, daB sie nicht geniigten, eine schnelle, vollsténdige Entfarbung 
der gréBeren Mb.-Mcnge hervorzurufen. DaB diese Annahme den Tat- 
sachen entsprechen diirfte, soll bei Besprechung des Lebergewebes 


nachgewiesen werden. 

Die Versuche mit Phosphatextrakten aus Muskulatur haben also 
gezeigt, daB die Alkoholdehydrogenase aus Muskulatur durch Coenzym 
aktiviert wird. 

2. Alkoholdehydrogenase aus Leber, 


Da die meisten friiheren Untersuchungen iiber das Vorkommen von 
Alkoholdehydrogenase im Tierorganismus gezeigt haben, da Lebergewebe 
sehr reich an dieser Dehydrogenase ist, konnte man erwarten, da der 
Nachweis der Notwendigkeit des Co-Ferments fiir die Dehydrogenase in 
Phosphatextrakten sehr leicht zu erbringen sein wiirde. Diese Annahme 
erwies sich jedoch als unrichtig. Eine ganze Serie von Versuchen mit Aus- 
waschungen und Phosphatextraktionen ergab nur bei einzelnen Versuchen 
ein positives Resultat. Die Schwierigkeiten des Nachweises der Wirkung 
des Coenzyms lagen unter anderem in der groBen Spontanreduktion des 
Lebergewebes. Die hierbei wirksamen Donatorsubstanzen konnten nicht 
durch fortgesetzte Auswaschungen entfernt werden, da die Alkoholdehydro- 
genase in dem Falle inaktiviert (oder ausgewaschen) wurde. Es wurde 
deshalb versucht, wie bei den Versuchen mit Muskulatur groBe Mb.-Mengen 
zu verwenden, damit die spontanreduzierenden Substanzen vom Mb. 
verbraucht werden sollten, wobei die Alkoholdonatorwirkung hervortreten 
konnte. Auch das gelang indessen schlecht oder gar nicht. Es ist auch 
wegen der Unldéslichkeit des Leuko-Mb. nicht empfehlenswert, zu grobe 


10* 








148 J. Lehmann: 


Mb.-Konzentrationen zu verwenden. Aus diesem Grunde wurde versu 
die spontanreduzierenden Substanzen auf eine andere Weise zu entfern 
und zwar durch eine Reevakwierungstechnik. Hierbei wird nur so viel M 
zugegeben, da die Entfarbungszeit nach der ersten Evakuierung 20 Minut: 
nicht iibersteigt (am besten 5 bis 10 Minuten). Gleich nachdem ein Ro! 
entfarbt ist, wird es geéffnet und so lange geschiittelt, bis die volle Fa: 
stirke des wiedergebildeten Mb. hervortritt. Danach wird es unter Leituny 
wasser abgekiihlt, damit nicht zuviel Fliissigkeit bei der nun folgend: 
Reevakuierung abgehen soll. In dieser Weise wird mit Reevakuierung 
fortgefahren, bis die spontanreduzierenden Substanzen verbraucht worde: 
sind, was sich durch eine sehr langsame Spontanentfarbung kenn 
zeichnet. Sind hierzu mehr als drei Evakuierungen erforderlich, so ist 
es notwendig, das urspriingliche Fliissigkeitsvolumen mit Wasser wied 
herzustellen. 


Folgender Versuch zeigt die Coenzymwirkung auf die Alkoho! 
dehydrogenase aus Meerschweinchenleber. 


Versuch 3. 

Leber von frisch getétetem Meerschweinchen wird auf eisgekiihlte: 
Glasplatte mit einer Schere fein zerschnitten, mit dem gleichen Volumen 
dest. Wasser dreimal gewaschen und mit der doppelten Menge Dinatrium 
phosphatlésung 15 Minuten lang extrahiert. Reaktionsgemisch wie im 
Versuch 1, jedoch wurden hier 0,3 cem Mb.-Lésung 1: 5000 verwandt. 





Spontan- Alkohol Alkohol 


Burg Law Coe 7 
Evakuierung  entfarbung + Coenzym nzym 


Nr. Entfarbungszeiten in Minuten 


Die Verarmung an Spontanreduktionssubstanzen (bzw. der von 
Coenzym aktivierten Donatoren) durch die Versuchstechnik spricht 
dafiir, daB die bei den Muskelversuchen hervortretende Donatorwirkung 
von Alkohol, bei groBen Mb.-Mengen auch in einer ,,Verarmung® der 
spontanreduzierenden Substanzen ihre Erklarung findet. Da Thunbery 
vor kurzem festgestellt hat, daB Zink eine Hemmungswirkung aut 
gewisse Dehydrogenasen auszuiiben vermag, dagegen andere Dehydro- 
genasen, wie z. B. Citricodehydrogenase, dem Zink gegeniiber ziemlich 
unempfindlich sind, wurde die Witkung von Zink auf die Alkoho! 
dehydrogenase untersucht. Es ergab sich hierbei genau wie bei T’hunbergs 
Versuchen mit Citricodehydrogenase, daB die Alkoholdehydrogenas: 
von kleineren Zinkkonzentrationen nicht wesentlich gehemmt wurde 


daB dagegen die von Coenzym aktivierten, in der Enzymlésung vor 


handenen Donatoren weit empfindlicher waren. Durch die Verwendung 
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m Zink gelang es mit Hilfe der ,.Reevakuierungstechnik’, bei der 
Mehrzahl der Versuche die Coenzymwirkung auf die Leberalkohol- 
hydrogenase nachzuweisen (Versuch 4). 


Versuch 4. 


Meerschweinchenleber vom frisch getéteten Tier wurde in gleichem 
Volumen n/100 ZnCl,-Lésung zerschnitten, fiinfmal mit  derselben 
Losung gewaschen und dann mit der doppelten Menge Phosphat- 
losung extrahiert. Reaktionsgemisch wie im Versuch 1. Jedoch wurde 
hier 0,2 cem Mb. 1: 5000 verwandt. 





Alkohol 


Spontan- 


Alkohol Coenzym 


Evakuierung Entfiirbung + Coenzym 


Nr. Entfarbungszeiten in Minuten 


19 52 


Es ist jedoch bei den hier mitgeteilten Versuchen mit Lebergewebe 
nicht gelungen, die Enzymlésungen so zu reinigen, daB der Zusatz von 
Coenzym allein keine oder nur sehr langsame Entfarbung ergeben hatte. 
Um dieses Ziel zu erreichen, hat Verfasser sich einer ganz anderen 
Methodik zur Herstellung der Enzymlésungen bedient, die sich bei dem 
Nachweis sowohl der wasserléslichen Dehydrogenasen, als auch der 
sehr empfindlichen Dehydrogenasen, wie die Alkoholdehydrogenase, 
ausgezeichnet bewahrt hat. 


Das auf einer eisgekiihlten Glasplatte feingeschnittene Gewebe wird 
in gleichen Teilen dest. Wassers suspendiert und im Eisschrank gegen 
dest. Wasser dialysiert. Nach gewissen Zeitintervallen wird die Gewebe- 
suspension herausgenommen und zentrifugiert. Die iiberstehende, opali- 
sierende Fliissigkeit enthalt die Dehydrogenase und wird als Enzymlésung 
in den Mb.-Versuchen verwandt. Ist die Enzymlésung nicht véllig von 
Donatoren, die von Coenzymen aktiviert werden, oder anderen redu- 
zierenden Substanzen befreit worden, so wird das Gewebe von neuem in 
dem Zentrifugat suspendiert und weiter dialysiert. Die Dauer der er- 
forderlichen fortgesetzten Dialyse kann ungefaihr aus dem Reevakuierungs- 
versuch geschatzt werden. Erhalt man nach einigen Evakuierungen eine 
Verlangsamung der Entfarbungszeiten mit Coenzym allein (im Vergleich 
zu der mit Coenzym plus Alkohol), so ist es ratsam, jede zweite oder dritte 
Stunde die Enzymlésung zu untersuchen. Wenn man mehr als fiinfmal 
evakuieren kann, ohne eine Differenzierung der Entfarbungszeiten zu 
erhalten, so kann man mehrere Stunden dialysieren. Allgemeingiiltige 
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fegeln lassen sich jedoch nicht aufstellen. Versuche 5 und 6 sind Beispie 
fiir geniigende bzw. ungeniigende Dialyse. Bei Versuch 6 tritt die Alkoh 
donatorwirkung ohne Reevakuierung hervor. 


Versuch 5. 
2¢ frische Meerschweinchenleber, auf eisgekiihlter Glasplatte fe 
zerschnitten, wurden auf einem Ultrafilter gegen 2 Liter dest. Wasser b 
4 bis 5°C wahrend 20 Stunden dialysiert. Das Dialysewasser wurde nax 
10 Stunden erneuert. Nach der Dialyse wurde die Gewebesuspensi: 
zentrifugiert, die iiberstehende Fliissigkeit abpipettiert und als Enzy1 
lésung verwandt. 


Morymiteun® . © 2.6 ss . +o oO 0,5cem 
I mol. Alkohol 


Coenzym 


; 0,1 
m,/15 Phosphatpuffer py rp 2 "2 2 0,2 
Mb. ! wa 6 ee & Soe OO ’ ’ ’ 0,1 


Destilliertes Wasser 





Evakuierung 


N Entfarbungszeiten in Minuten 
NT. 


Versuch 6. 


Dialysegewebesuspension vom Versuch 2 wurde 5 Stunden weiter: 
dialysiert (totale Dialysezeit 25 Stunden) und dann zentrifugiert 
Reaktionsgemisch wie im Versuch 5, jedoch wurde hier 0,3 cem Co-Enzym 
lésung und eine Mb.-Lésung 1: 20000 verwandt. Totalvolumen 1,6 ccm. 





Spontan- Alkohol Alkohol 


a . Coenzym 
entfarbung + Coenzym 


Entfarbungszeit in Minuten ... . 125 97 131/, 44 


Auch in dem dialysierten Gewebe konnte die Dehydrogenase nach- 


gewiesen werden. Die Arbeit mit den Enzymlésungen ist indessen vic! 
einfacher. 
3. Alkoholdehydrogenase aus Tumorgewebe. 
Das Studium des intermedidéren Stoffwechsels der Tumoren hat 
ergeben, daB Tumoren imstande sind, alle bisher gepriiften, oxydier 
baren Stoffwechselprodukte umzusetzen. Es war daher von Interess 
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untersuchen, ob Tumoren auch Alkohol verbrennen kénnen und 


hierzu Coenzym erforderlich ist, wie bei Muskel und Leber. Die 
‘rsuche wurden mit Woods Maussarkom ausgefiihrt. Eimige Mause 


iit Impftumoren wurden mir freundlichst von Herrn Oberarzt Dr. 


med. J. Juul, Finseninstitut, Kopenhagen, tiberlassen, woftir ich hier 
winen besten Dank ausspreche. Die Tumoren wurden von uns 


veitergeimpft. 


Zuerst wurde das Tumormaterial in derselben Weise behandelt wie die 
Muskulatur, um die eventuelle Alkoholdehydrogenase in Phosphatextrakten 
Eine Serie von Versuchen mit wiederholten Auswaschungen 


achzuweisen. 
fesultat, daB 


ind Extraktionen der feingeschnittenen Gewebe ergab das 
Dehydrogenase entweder im Phosphatextrakt, im Waschwasser oder 
war. Es wurden dann Versuche 


clie 


n dem Gewebe selber nachweisbar 
ingestellt mit Dialyse des Gewebes, analog den Versuchen mit Leber. 
Nach 24 Stunden Dialyse wurde der Inhalt der Dialysemembran zentri- 
fugiert. Bei Versuch 7 trat nach der zweiten Evakuierung die Donator- 


wirkung unter Mitwirkung von Coenzym hervor. 


Versuch 7. 
Zwei haselnuBgroBen Tumoren (Woods Sarkom), die von einigen 
kleineren nekrotischen Partien befreit waren, wurden fein zerschnitten 
ind dann 24 Stunden dialysiert und zentrifugiert. Die iiberstehende Fliissig- 


keit wurde als Enzymlosung verwendet. Reaktionsgemisch wie im Versuch 5, 


jedoch wurde hier 0,2 cem Co-Enzym verwandt. 





Spontan- Alkohol . ; 
Evakuierung  entfarbung Alkohol 5 Clemmons Coenzym 


Nr. Entfarbungszeiten in Minuten 


41 


Nach geniigender Dialyse konnte die Alkoholdehydrogenase auch 
ohne Reevakuierung nachgewiesen werden. Tumorgewebe hat also 
ebenso wie Muskulatur- und Lebergewebe das Vermégen, Alkohol unter 


Mitwirkung eines Coenzyms zu dehydrieren. 


Zusammenfassung. 
1. Es wird die Dehydrierung von Athylalkohol durch die Alkohol- 
dehydrogenase aus Muskel-, Leber- und Tumorgewebe mit der Methylen- 


blautechnik untersucht. 
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2. Alle drei Gewebe benétigen die Mitwirkung eines Coenzyms 
fiir den DehydrierungsprozeB. 

3. Die Aikoholdehydrogenase ist sehr labil. Die Tumoralkohol 
dehydrogenase konnte nur in dialysiertem, feinverteiltem, nicht aus 
gewaschenem Gewebe oder Gewebeextrakt nachgewiesen werden. 

4. Es wird gezeigt, daB die Wirkung der Alkoholdehydrogenase in 
Extrakten aus Leber- und Tumorgewebe von reduzierenden Substanzen 
vorgetauscht werden kann. Nach Verbrauch dieser Donatoren konnt« 
das Vorkommen der Dehydrogenase im Extrakt gezeigt werden. 

Diese Untersuchung wurde mit Mitteln aus ,,Konung Gustaf V 
Jubileumsfond*: durchgefiihrt. 


Literatur. 


1) J. Lehmann, diese Zeitschr. 272, 95, 1934. 2) Derselbe, Skand. 
Arch. f. Physiol. 58, 1, 1929. 3) D. Miiller, diese Zeitschr. 268, 152, 1934. 
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Nachtrag zur Arbeit: 
»Zur Frage der Purinsynthese im Siugetierorganismus*’. 
Von 
Regine Kapeller-Adler, Edith Lauda und Koloman von Mégay. 
(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 28. Juni 1934.) 


Bei der Diskussion der aus der Literatur her bekannten, die Frage der 
Purinsynthese im Saéugetierorganismus betreffenden Arbeiten sind uns die 
das Problem ebenfalls beleuchtenden Untersuchungsergebnisse von T'erroine 
und dessen Mitarbeitern leider entgangen. Die literarischen Vorarbeiten 
fiir unsere Untersuchungen, welche schon mehrere Jahre weit zuriickliegen, 
waren namlich bereits zu einem Zeitpunkte abgeschlossen, als die ent- 
sprechenden Arbeiten von Terroine und Schiilern noch nicht veréffentlicht 
waren. Es sei uns gestattet, dieses Versiumnis nachzuholen. Auf Grund 
der Versuche am wachsenden Schwein nehmen Terroine und Jowrot? an, 
daB der Purinstickstoff (Allantoin-N + Gesamtpurin-N) im Harn der 
Saugetiere zum Teil wenigstens seine Entstehung einer Synthese aus EiweiB- 
derivaten verdanke. 

In der Feststellung, daB8 die Gesamtpurinausscheidung im Harn wach- 
sender Tiere parallel der Gesamtstickstoffausscheidung betrichtlich zu- 
nimmt, erblicken Terroine, Giaja und Rayle* einen weiteren Beweis fiir eine 
Synthese der Purinkérper auf Kosten gewisser Bestandteile der Nahrungs- 
proteine. Ferner folgern T'erroine und Mourot* aus den von ihnen an Hunger- 
tieren erzielten Versuchsergebnissen, daB der Organismus imstande sei, 
Purinsynthesen mit Hilfe von EiweiBderivaten, sei es endogener, sei es 
exogener Herkunft, durchzufiihren. 

Die bisher erwahnten Versuchsergebnisse der Autoren lassen sich mit 
unseren Resultaten nicht vergleichen, weil sie teils an wachsenden, teils 
an hungernden Tieren gewonnen worden waren, wir hingegen fiir unsere 
Versuche ausgewachsene, kalorienreich gefiitterte Hunde herangezogen 
haben. 


Dégan® hat im Laboratorium Terroines Kaninchen und Hunden eine 
purinfreie, aber eiweiBhaltige Nahrung verabreicht und gelangt auf Grund 
der Ergebnisse seiner Untersuchungen zur Uberzeugung, da eine Purin- 
synthese auf Kosten gewisser EiweiSbestandteile statthat. Der Autor 
stellt bei purinfrei ernahrten Hunden von verschiedenem Kérpergewicht 
eine tdgliche Gesamtpurinausscheidung von 9,5 bis 15,2mg pro kq Korper- 
gewicht fest. Rechnet man die von uns bei purinfrei ernihrten Hunden 


1 Diese Zeitschr. 269, 254, 1934. 2 Bull. Soc. Chim. Biol. 18, 94, 
1931. — ® Ebenda 14, 900, 1932. —- 4 C. r. 195, 1424, 1932. > Ann. 


Phys. et Physico-chim. Biol. 9, 469, 1933. 
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fiir die Gesamtpurinausscheidung im Harn erhaltenen Zahlen entsprechen: 
um, so ergibt sich ein Wert von 9,82 bis 14,97 mg pro Tag und kg Koérper 
gewicht. Es zeigt sich hier somit eine erfreuliche Ubereinstimmung zwischer 
den Versuchsergebnissen des Terroineschen Laboratoriums und unsere: 
eigenen. Ubrigens konnte Dégan' feststellen, daB die Aminosauren Glykoko! 
Glutaminsaéure und Asparagin keinerlei EinfluB auf die GréBe der Purit 
kérperausscheidung ausiiben. 

Die gesamten Forschungsergebnisse der Schule Terroine gestatter 
wohl, im Verein mit den Resultaten unserer eigenen Untersuchungen di: 
Frage der synthetischen Neubildung von Purinkomplexen im Sdugeties 
organismus im bejahenden Sinne za beantworten. 


1 Ann. Phys. et Physico-chim. Biol. 9, 494, 1933. 
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Reindarstellung (Kristallisation) des gelben Atmungsfermentes 
und die reversible Spaltung desselben. 


Vorlaufige Mitteilung: 
Von 
Hugo Theorell. 
Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Zellphysiologie, Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 19. Juli 1934.) 


Der Verfasser teilte in den Naturwissenschaften, 22. Heft, 17—18, 
S. 289/90, 1934, mit, daB eine weitgehende Reinigung des gelben 
Atmungsfermentes von Warburg und Christian mittels Kataphorese 
gelungen sei. Der Gehalt an Farbstoff, berechnet als Photoderivat 
mit dem Molekulargewicht 256, war 0,3 %, d. h. berechnet auf nicht- 
belichtetem Farbstoff (Lactoflavin) = 0.44%. Ich habe jetzt eine 
Kataphoresereinigung fiir groBe Mengen ausgearbeitet. Der Apparat 
wird spater ausfiihrlich beschrieben werden. 


Es sei nur folgendes erwahnt: es wurden bei jeder Praparation 
20 bis 30 g, enthaltend 4 bis 5 mg Farbstoff, von dem nach Warburgs 
und Christians Chloroformmethode vorgereinigten Praparat durch 
Kataphorese bei py 4,2 bis 4,5 weitergereinigt. Dabei wurde fast alles 
Polysaccharid und ein Teil des verunreinigenden Eiweibes weggeschafft. 
Ausbeute bis 90%. Nach Ammoniumsulfatfraktionierung bei px 5,2 
wurde ein Praparat gewonnen, das bei Dialyse gegen 2 Vol. gesattigte 
Ammoniumsulfatlésung plus 1 Vol. Acetatpuffer px 5,2 kristallisierte. 
Ausbeute an Kristallen etwa 60 %. Die in verschiedenen Fraktionierungs- 
methoden gewonnenen Praparate zeigten einen konstanten Farbstoff- 
gehalt von 0,45 bis 0,47°%. Die Praparate erwiesen sich teils bei ein- 
gehender (NH,),SO,-Fraktionierung, teils bei langdauernder Kata- 
phorese bei dem I. P. des Ferments als praktisch einheitlich. 


Eigenschaften des gereinigten Ferments : Stickstoffgehalt etwa 15,5 %. 
Spezifische Drehung 30°. Fallungsgrenzen fiir (NH,),SO, bei 
pu 5,2 von 50 bis 60%, Sattigung. Das Absorptionsspektrum im sicht- 
baren Licht ist mit dem Spektrum des nichtgereinigten Fermentes 
identisch. Die sauerstoffiibertragende Wirkung ist quantitativ dieselbe 
in bezug auf die Farbstoffkomponente vor und nach der Reinigung. 

Reversible Spaltung des Fermentes: Wenn eine salzfreie Lésung von 
dem gereinigten Ferment gegen verdiinnte Salzsaure dialysiert wurde, 
trat eine Spaltung ein in Farbstoff- und EiweiBkomponente. Die Salz- 
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siure wurde aus der Eiweibkomponente mit Wasser wegdialysiert. Jede 


Komponente fiir sich war als Sauerstofftrager unwirksam. Bei Mischuny 


elektrolytfreier Wasserlésungen der Komponenten in Kalte kehrte d 

rein gelbe Farbe und die Wirksamkeit groBtexteils zuriick. Es ist also 
zum erstenmal die reversible Spaltung eines Fermentes in Wirkungsgruppe 
und kolloidem Trager gelungen. Die freie KiweiBkomponente zeigt vor 
dem Ferment stark abweichende Fallungsverhaltnisse: sie ist wie das 
Ferment in. salzfreier Wasserlésung klar léslich, fallt aber anders als 
das Ferment bei Zugabe von Spuren von Neutralsalz sofort aus. Sir 
verhalt sich also wie ein in Abwesenheit von Salz hitzekoagulierte: 
KiweiBkérper eine Erscheinung, die mir von allgemeinem Interess 
zu sein scheint 


Die Arbeit wird fortgesetzt. 





